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© Monoklonale Antlkorper, die sich durch eine hone Selektivitat und Affinitat gegenUber Atrazin und/oder 
Atrazinderivaten bzw. gegenUber inaktiven Atrazinmetaboiiten auszeichnen und die sich daher in hervorragender 
Weise fOr die Verwendung in einem Immunassay zum schnellen und effektiven Nachweis von Atrazin und/oder 
Atrazinderivaten sowie von inaktiven Atrazinmetaboiiten eignen. Ein weiterer Aspekt betrifft Hybridomazelllinien, 
die besagte monoklonale AntikSrper produzieren sowie immunologische Verfahren zum Nachweis von Atrazin 
und/oder Atrazinderivaten sowie von inaktiven Atrazinmetaboiiten, unter Verwendung besagter monoklonaler 
Antikorper und die im Rahmen dieser Nachweisverfahren verwendbaren Testkits. 
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Immunologischer Nachweis von Atrazin und Atrazfnderivaten 

Gegenstand der vorliegenden Erflndung sind monoklonale Antikflrper, die sich durch eine hohe 
Selektivitat und Affinitat gegenUber Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. gegenUber inaktiven Atrazinme- 
taboliten auszeichnen und die sich daher in hervorragender Weise fur die Verwendung in einem Immunas- 
say zum schnellen und effektiven Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten sowie von inaktiven 

5 Atrazinmetaboliten eignen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Hybridomazelllinien, die besagte monoklonale 
Antikorper produzieren sowie immunologische Verfahren zum Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderiva- 
ten sowie von inaktiven Atrazinmetaboliten, unter Verwendung besagter monoklonaler Antikorper und die im 
Rahmen dieser Nachwelsverfahren verwendbaren Testkits. 

w Der Einsatz synthetischer Herbizide fUr die Zwecke des Pflanzenschutzes und die damit in Zusammen- 
hang stehenden Umweltbelastungen sind in jUngster Zeit immer hSufiger in den Mittelpunkt der offentlichen 
Diskussion gerUckt. 

s-Triazine und s-Triazinderivate wie Atrazin, Simazin oder Propazin werden seit der Entdeckung ihrer 
herbiziden Potenz in den SOiger Jahren in grossem Masstab fOr die Zwecke des Pflanzenschutzes 
75 eingesetzt, insbesondere zur BekSmpfung einjahriger, breitblSttriger Unkrauter sowie verschiedener Wild- 
graser in Maiskulturen. 

Vorsichtige SchStzungen gehen davon aus, dass gegenwSrtig Maisfelder in einer Grossenordnung von 
45 Millionen bis zu 100 Millionen Hektar mit s-Triazinen oder s-Triazinderivaten behandelt werden. 

Es ist seit langem bekannt, dass s-Triazine, wie z.B. Atrazin, Simazin oder Propazin im Boden und 
20 anderen Biotopen nur reiativ langsam abgebaut werden. 

Diese Persistenz der s-Triazine im Boden ist auch fOr den Landwirt von grosser Bedeutung. Bei der 
Verwendung von Atrazin in Aufwandmengen, wie sie z.B. in Maiskulturen notwendig sind, konnen bereits 
innerhalb einer Fruchtfolge Probleme bei atrazinempfindlichen Folgekiilturen auftreten. sodass der Landwirt 
unter Umstanden gezwungen ist, eine aufwendige Bodenanalyse im Labor durchfUhren zu lassen. Die dort 
25 angewendeten Analyse-Verfahren sind Susserst zeit-und kostenintensiv, da sie an hochspezialisierte und 
aufwendige Apparaturen gebunden sind. 

Aus den genannten Grunden muss es daher als eine vordringliche Aufgabe angesehen werden die 
bestehenden Nachweisverfahren fUr synthetische Herbizide, insbesondere auch fUr s-Triazine und s- 
Triazinderivate sowie fOr deren Abbauprodukte, zu verbessern, d.h. kostengUnstigere, effizientere und 
30 leichter handhabbare Verfahren zu entwickeln, die auch ausserhalb des Labors unter Feldbedingungen 
angewendet werden konnen und die beispieisweise dem Landwirt schnell und zuveriassig Informationen 
darUber liefern, ob und in welchen Konzentrationen ein bestimmter Wirkstoff oder Metabolit z.B. im Boden 
oder Wasser vorliegt. 

Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die MSglichkeit zur Differenzierung des 
35 aktiven Wirkstoffs gegenOber seinen inaktiven Abbauprodukten, da nur so eine quantitative Bestimmung des 
tatsachlich noch im Boden vorhandenen Wirkstoffanteils mflglich ist. 

Der Nachweis von Atrazin und dessen Hauptabbauproduktes Hydroxyatrazin in Boden- und Wasserpro- 
ben erfolgte fruher in erster Linie mittels TLC (DOnnschicht-Chromatographie) sowie mit Hilfe spektroskopi- 
scher Methoden. Heute werden dagegen in der Hauptsache HPLC ('High Pressure Liquid Chromatography 1 ) 
40 (Ramsteiner und Hormann, 1979) und GC- (Gas Chromatographie) (Ramsteiner K, 1985) Verfahren 
verwendet. 

All die genannten Verfahren zum Nachweis synthetischer Herbizide sind jedoch mit zahlreichen 
Nachteilen verbunden. So mUssen beispieisweise fUr die Bestimmung von Atrazin oder Hydroxyatrazin in 
Bodenproben mittels HPLC vor der Durchfuhrung der eigentlichen chromatographischen Analyse aufwendi- 

45 ge Reinigungs- und Aufkonzentrierungsschrltte zwischengeschaltet werden, 

Ein weiterer Nachteil der HPLC-Verfahren ist durch die Tatsache gegeben, dass dort photometrische 
Detektoren verwendet werden, die reiativ unspezifisch sind. Neben der massenspektroskopischen Detektion 
beruhen die chromatographischen Analysen auf der Bestimmung von Retentionszeiten des jeweiligen 
Systems. Diese Werte sind aber reiativ und damit nicht strukturspezifisch. 

so Die gaschromatographische Analyse des Hydroxyatrazlns in Verbindung mit einer massenspektroskopi- 
schen Bestimmung ist aufgrund der geringen FlUchtigkeit dieser Verbindung nur mit erheblichem Aufwand 
durchfUhrbar. 

Urn diese zuvor beschriebenen Nachteile der etablierten analytischen Verfahren zu vermeiden, hat man 
in jUngster Zeit versucht auch fUr den Agrarsektor immunologische Verfahren zu entwickeln, - wie sie in der 
klinischen Diagnostik zum Nachweis der verschiedensten Antigene bereits routinemSssig eingesetzt werden 
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- , insbesondere fUr die quantitative und qualitative Bestimmung von Agrarchemikalien in Boden-, Wasser- 
oder Luftproben. 

So hat man beispielsweise mittlerweile begonnen immunologische Verfahren fUr den Nachweis be- 
stimmter Herbizide, wie 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (Fleeker, 1986) Oder Chiorsuifuron (Keltey et al, 
5 1985) sowie verschiedener Pestizide, wie Diflubenzuron (Wie und Hammock, 1982), Metalaxyl (Newsome, 
1985) Oder Parathion (Ercegovich et al, 1981) zu entwickein. 

Auch fdr den immunoiogischen Nachweis von Atrazin ist bereits ein Verfahren beschrieben (US-P 
4,530,786), das jedoch, wie auch die zuvor genannten Methoden, auf der Verwendung polyklonaler 
Antiseren beruht, die aus Tieren gewonnen werden, welche zuvor mit einem entsprechenden Antigen 
io immunisiert wurden. 

Polyklonale Antiseren sind in ihrer Zusammensetzung sehr heterogen, d.h. sie enthalten eine Vielzahl 
verschiedener Antikorper, die mit unterschiediichen Epitopen des jeweiligen Antigens reagieren. Diese 
heterogene Zusammensetzung polyklonaler Antiseren kommt dadurch zustande, dass bei der Immunisie- 
rung eines Versuchstieres mit einem bestimmten Antigen immer mehrere AntikcJrper-produzierende Zellklo- 
15 ne gleichzeitig stimuliert werden, von denen jeder ein anderes Epitop auf dem AntigenmolekUl erkennt und 
daher von den stimulierten Zellklonen unterschiedliche Antikorper produziert werden. 

Aus diesem Grund sind Immunseren immunislerter Tiere immer polyklonal und somit heterogen, sowohl 
was ihre Spezifitat und als auch ihre Zugehorigkeit zu den einzelnen Klassen von Immunglobulinen angeht. 

Diese HeterogenitSt in der Zusammensetzung polyklonaler Antiseren kann daher dazu fUhren, dass 
20 struktureil nahe verwandte Verbindungen, wie beispielsweise das Atrazin und dessen Hauptabbauprodukt 
Hydroxyatrazin bei der Verwendung polyklonaler Antikorper im Rahmen eines Immunassays nicht in 
ausreichendem Masse differenziert werden konnen. 

Die Aufgabe, die es im Rahmen dieser Erfindung zu losen gait, betraf dagegen in erster Linie die 
Bereitstellung eines einfach handhabbaren, effektiven und in hohem Masse selektiven Immunassays fQr 
26 einen schnellen und zuverlSssigen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten sowie von inaktiven 
Atrazinabbauprodukten insbesondere aber von Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyatrazinderivaten, die eine 
Differenzierung von Atrazin und/oder Atrazinderivaten gegenGber ihren Abbauprodukten ermSglichen. 

Diese Aufgabe konnte jetzt im Rahmen der vorliegenden Erfindung uberraschenderweise gelost werden 
und zwar durch die Bereitstellung von monoklonalen Antikorpern mit hoher Spezifitat und Affinitat fGr 
30 Atrazin und/oder Atrazinderivate sowie durch die Bereitstellung von monoklonalen Antikorpern mit hoher 
Spezifitat und Affinitat fQr die Abbauprodukte von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber fUr 
die Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydroxysimazin, 
Hydroxypropazin etc., unter Verwendung der an sich bekannten Hybridoma/monoklonalen Antikorper- 
Technologic. 

as Die Verwendung hybrider somatischer Zeilinien (Hybridomas) als Quelle fUr Antikorper gegen ganz 
bestimmte Antigene geht auf die Arbeiten von Kflhler und Milstein ( Nature 256: 495-97, 1975) zurGck. 

Die Antikorper, die sich mit dem dort beschriebenen Verfahren gewinnen lassen, unterscheiden sich 
sehr stark von denjenigen, die man aus Antiseren konventionell immunisierter Tiere erhalt. 

Das Prinzip der Hybridoma/monoklonalen Antikorper-Technologie grUndet sich auf die Beobachtung, 
40 dass beim Verschmelzen zweier somatischer Zellen die resultierende Hybridzelle charakteristische Merkma- 
le beider Elterntypen aufweist. 

Im Falle der monoklonalen Antikorperproduktion stammt die Fahigkeit zur Synthese des spezifischen 
Antikorpers von einer immunkompetenten B-Zeile (gewohnlich einer Milzzelle), die einem zuvor immunisier- 
ten Donor-Tier entnommen wurde, wShrend die FShigkeit zur kontinuieriichen Zellteilung in Kuitur durch den 
45 anderen Fusionspartner, eine Tumorzellinie (oft ein Myeloma) beigesteuert wird. 

Jede dieser Hybrid-Zellinien synthetisiert ein homogenes Immunglobuiin, das nur einen einzigen 
Vertreter aus der grossen Anzahl mQglicher Antikorper reprSsentiert, die von einem Tier als Antwort auf ein 
Antigen in vivo synthetisiert werden kann. 

Da jeder Immunglobulin-produzierende Klon durch einen einzigen Typ von Antikorpern charakterisiert 
so wird, hat sich die Bezelchnung monoklonale Antikorper eingebGrgert 

Die Vortelle monoklonaler gegenGber polyklonalen AntikcSrpern sind zahlreich: 

a) monokolonale Antikorper kSnnen in grosser Anzahl und In hohem Reinheitsgrad erhalten werden, 

b) die Herstellung monoklonaler AntikGrper ist homogen im Hinbiick auf die Antigen-ReaktivitSt und 
andert sich auch nicht im Verlaufe der Zeit, 

55 c) monoklonaie Antikflrper produziernde Hybridomas konnen Uber Jahre und Jahrzehnte hinweg 

aufbewahrt werden, ohne dabei ihre spezifischen Eigenschaften, i.e. die Produktion spezifischer monoklona- 
ler Antik5rper, zu verlieren, 

d) monoklonale Antik5rper sind fUr die Verwendung als Standardreagentien besser geeignet als 
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polyklonale Antiseren, da letztere negativ beeinflusst werden durch eine grosse Variationsbreite beispiels- 
weise im Hinblick auf " 

a) die Blutentnahme immunisierter Tiere zur Gewinnung des Antiserums, 
0) eine standige VerfOgbarkeit von Material fGr zusatzliche Immunisierungen, 
5 y) die begrenzte Lebenszeit der Donortiere. 

Monoklonale Antikorper, die mittlerweile gegen eine Vielzahl von Antigenen hergestellt wurden. sind in 
erster Linie in der medizinischen Diagnostik gut etabliert und aus dieser nicht mehr wegzudenken. 

Die Verwendung monoklonaler Antikorper auf dem Agrarsektor beschrankte sich dagegen bisher in 
erster Linie auf das Screening von Pflanzenkrankheiten und die Entwicklung von Vakzinen fUr Nutztiere. 
10 Im Zusammenhang mit Pflanzenkrankheiten wurden beisplelsweise von Hsu H.T., et al. ( ASM News , 50- 
(3): 91-101, 1984) insgesamt 18 Spezies von Pflanzenviren aufgelistet, gegen die monoklonale Antikorper 
entwickert wurden, darunter "Carnation Etched Ring Virus", "Potato Leaf Roll Virus" "Southern Bean Mosaik 
Virus", Tabak Mosaik Virus, "Tomato Ring Spot Virus" sowie "Tulip Breaking Virus". 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es jetzt erstmals gelungen unter Anwendung der an sich 
75 bekannten und zuvor kurz beschriebenen Hybridoma/monoklonalen AntikSrper-Technoiogie sowohl monoko- 
naie Antikorper mit hoher Spezifitat und Affinitat fur Atrazln und/oder Atrazinderivate als auch monoklonale 
Antikorper mit hoher Spezifitat und Affinitat fUr inaktive Abbauprodukte von Atrazin und/oder Atrazinderiva- 
ten zur VerfUgung zu stellen, die aufgrund ihrer hohen Spezifitat und der dadurch bedingten geringen 
gegenseitigen Kreuzreaktivitat in hervorragender Weise fUr eine Verwendung in einem Immunassay zum 
20 schnellen und zuverlassigen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten auf der einen sowie von deren 
inaktiven Abbauprodukten auf der anderen Seite geeignet sind und die damit auch fGr eine Differenzierung 
von Atrazin und/oder Atrazinderivaten gegenUber ihren inaktiven Metaboliten verwendet werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit in erster Linie monoklonale Antikorper und deren Derivate, die 
eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweisen und die im 
25 wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Metaboliten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere 
aber keine Kreuzreaktivitat mit den inaktiven Hydroxyanaiogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, 
zeigen. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Anmeldung betrifft monoklonale Antikorper und deren Derivate, die eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenuber den inaktiven Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten 
30 aufweisen, insbesondere gegenuber den Hydroxyanaiogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, und die 
im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind monoklonale Antikorper und deren Derivate, die 
eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Atrazin aufweisen und die im wesentlichen keine Kreuzreaktivi- 
tat mit Hydroxy atrazin Oder Hydroxyanaiogen von Atrazinderivaten, wie Hydroxysimazin, Hydroypropazin 
35 usw. zeigen. 

Ebenfalls bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind monoklonale Antikorper und deren Derivate, die 
eine hohe Spezifitat gegenUber Hydroxyatrazin aufweisen und die im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat 
mit Atrazin oder Atrazinderivaten zeigen, wie z.B. Propazin, Simazin, Ametryn, Atraton u.a. 

Ebenfalls umfasst von der vorliegenden Erfindung sind monoklonale Antikorper und deren Derivate, die 

40 eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Atrazin aufweisen und die eine stark ausgepragte Kreuzreakti- 
vitat, insbesondere aber eine Kreuzreaktivitat von mehr als 50 %, vorzugsweise von mehr als 80 %, mit 
bestimmten strukurell ahnlichen Atrazinderivaten zeigen, insbesondere mit solchen ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Propazin, Prometryn und Prometon, die aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat 
mit anderen Atrazinderivaten oder mit Hydroxyanaiogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigen. 

45 Ein weiterer Gegenstand dieser Anmeldung betrifft monoklonale Antikfirper und deren Derivate, die eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Hydroxyatrazin aufweisen und die eine Kreuzreaktivitat, insbesonde- 
re aber eine Kreuzreaktivitat von wenigstens 40 %, mit verschiedenen Hydroxyanaiogen von Atrazinderiva- 
ten zeigen, die aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigen. 
Ganz besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind monoklonale Antik5rper und deren 

so Derivate, die eine hohe Spezifitat gegenUber Hydroxyatrazin aufweisen und die eine stark ausgepragte 
Kreuzreaktivitat, insbesondere aber eine Kreuzreaktivitat von bis zu 100 %, mit dem strukturell sehr 
ahnlichen Hydroxypropazin zeigen, die aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin oder 
Atrazinderivaten auf weisen, wie z.B. Propazin, Simazin, Ametryn, Atraton u.a. sowie mit Hydroxy-Analogen 
von Atrazinderivaten, wie Hydroxysimazin, Hydroxydesmetryn, Hydroxyterbuthylazin usw. aufweisen. 

55 Unter Derivaten monoklonaler Antik5rper sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung z.B. Antik6rper- 
fragmente zu verstehen, die noch die hohe Spezifitat und Affinitat fUr die antigenen Determinanten von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanaiogen von Atrazinderivaten 
besitzen, desweiteren radioaktiv markierte monoklonale Antikorper, die beispielsweise mit radioaktivem Jod 
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(i25| ( i3i|) Kohlenstoff ( 1 *C), Schwefel PS), Tritium pH) oder Shnlichem markiert sind, Konjugate monoklo- 
naler Antikorper mit Biotin oder Avidin, mit Enzymen, wie Meerrettichperoxidase, aikalische Phosphatase. 0- 
D-Galaktosidase, Glucoseoxidase, Glucoamylase, CarbonsSureanhydrase, Acetylcholinesterase, Lysozym, 
Malatdehydrogenase oder Glucose-6-phosphatdehydrogenase, desweiteren Konjugate monoklonaier Anti- 
5 korper mit biolumineszierenden (z.B. Luciferase), chemolumineszierenden (z.B. Acridiniumester) oder fluo- 
reszierenden (z.B. Phycobiliproteine) Agentien. Ebenso umfasst von der vorliegenden Anmeldung sind 
bispezifische sowie sog. "cross-linked" AntikSrper. Diese beispielhafte AufzShlung moglicher Antikorperde- 
rivate dient lediglich der Illustration der vorliegenden Erfindung und soil den Erfindungsgegenstand in keiner 
Weise limitieren. 

to Unter der Bezeichnung "im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat" soli im Rahmen dieser Erfindung 
verstanden werden, dass die Reaktivitat der fGr Atrazin bzw. Hydroxyatrazin spezifischen monoklonalen 
Antik5rper mit unspezifischen Epitopen anderer Verbindungen, insbesondere strukturell verwandter Verbin- 
dungen weniger als 20 %, vorzugsweise aber weniger als 5 % und ganz besonders bevorzugt weniger als 1 
% betragt 

75 Der prozentuale Anteil der Kreuzreaktivitat soil im Rahmen dieser Erfindung definitionsgemass durch 
die folgende Beziehung wiedergegeben werden: 

(Atrazin/Hydroxyatrazinkonzentration fUr 50 % Hemmung/Konzentration der s-Triazin- 
/Hydroxytriazinanalogen fOr 50 % Hemmung) x 100. 

Eine 50 %ige Hemmung kann beispielsweise mit Hilfe eines kompetitiven ELISA Assays (vgl. Beispiel 
20 8) bestimmt werden. Diese entspricht dann beispielsweise derjenigen Antigenkonzentration, die zu einer 50 
%igen Hemmung der AntikQrperbindung an das TrSger-gebundene Antigen fUhrt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft Hybridomazeilinien, welche die zuvor nSher 
charakterisierten monoklonalen Antikorper synthetisieren und vorzugsweise in das umgebende Medium 
sezemieren. 

25 Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen Antikor- 
per produziert, der eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweist 
und der im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit den inaktiven Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder 
Atrazinderivaten zeigt. 

Ebenso umfasst ist eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen AntikSrper produziert, der eine 
30 hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber den Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten 
aufweist und der im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigt. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen 
AntikSrper produziert, der eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Atrazin aufweist und der im 
wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Hydroxyatrazin oder anderen Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten 
35 zeigt. 

Besonders bevorzugt ist eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen AntikSrper synthetisiert und in 
das umgebende Medium sezerniert, der eine hohe Spezifitat und Affinitat fUr Atrazin besitzt und der eine 
sehr stark ausgepragte Kreuzreaktivitat, insbesondere aber eine Kreuzreaktivitat von mehr als 50 %, 
vorzugsweise von mehr ais 80 %, mit strukturell ahnlichen Atrazinderivaten zeigt, insbesondere mit solchen, 
40 ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Propazin, Prometryn und Prometon, der aber im wesentlichen 
keine Kreuzreaktivitat mit anderen Atrazinderivaten sowie mit Hydroxyatrazin oder Hydroxy-Analogen von 
Atrazin-Derivaten zeigt. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Hybridomazellinie, welche die kennzeichnenden Charakteristika von 
ECACC 8808/2501 besitzt, sowie deren Klone und Subklone. 

45 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen 
AntikSrper produziert, der eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Hydroxyatrazin aufweist und der im 
wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigt. 

Ebenfalls besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist eine Hybridomazellinie, die einen 
monoklonalen Antikorper synthetisiert, der eine hohe Spezifitat und Affinitat fUr Hydroxyatrazin besitzt und 

so der eine Kreuzreaktivitat, insbesondere aber eine Kreuzreaktivitat von mehr ais 40 %, mit strukturell 
ahnlichen Verbindungen, wie Hydroxysimazin, Hydroxypropazin und Hydroxydesmetryn, aufweist, der aber 
im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweist. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Hybridomazellinie, welche die kennzeichnenden Charakteristika von 
ECACC 8808/2502 besitzt, sowie deren Klone und Subklone. 

55 Ebenfalls bevorzugt. im Rahmen dieser Erfindung ist eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen 
Antikorper synthetisiert und in das umgebende Medium sezerniert der eine hohe Spezifitat und Affinitat fUr 
Hydroxyatrazin aufweist und der eine stark ausgepragte Kreuzreaktivitat insbesondere aber eine Kreuzreak- 
tivitat von bis zu 100 %, mit dem strukturell sehr ahnlichen Hydroxypropazin zeigt, der aber im wesentti- 
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chen keine Kreuzreaktivitat mit anderen Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten, wie beisplelsweise Hydrox- 
ysimazin, Hydroxydesmetryn oder Hydroxyterbuthylazin, sowie mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten auf- 
weist. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Hybridomazellinie, welche die kennzeichnenden Charakteristika von 
5 ECACC 8808/2503 besitzt, sowie deren Klone und Subkione. 

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Varianten und Mutanten der zuvor naher 
charakterisierten Hybridomazelllnien, die spontan entstehen oder aber artifiziell mit Hilfe bekannter Verfah- 
ren hergestelit werden ktinnen und die noch die charakteristischen Eigenschaften des Ausgangsmaterials 
aufweisen, d.h. die noch in der Lage sind die erfindungsgemassen Antikfirper Oder Derivate davon zu 
ro produzieren und ins umgebende Medium zu sezernieren.. 

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Verfahren zur Herstellung besagter Hybridomazel- 
linien sowie Verfahren zur Herstellung besagter monoklonaler Antikorper. 

Unter Klonen und Subkionen von Hybridomazellinien sind Hybridomas zu verstehen, die durch wieder- 
holtes Klonieren aus dem Ausgangsklon hervorgehen und die noch die erfindungswesentlichen Merkmale 
is des Ausgangsklons aufweisen. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft ein Verfahren zum immunologischen Nachweis von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten, z.B. in Boden-, Wasser- oder Luftproben sowie in biologischem Material, 
wie z.B. in pflanzlichen oder tierischen Extrakten, unter Verwendung der erfindungsgemassen monoklonalen 
Antikorper. 

20 Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum immunologischen Nachweis von Hy- 
droxyatrazin und/oder Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten, z.B. in Boden-, Wasser- oder Luftproben 
sowie in biologischem Material, wie z.B. in pflanzlichen oder tierischen Extrakten, unter Verwendung der 
erfindungsgemassen monoklonalen Antikorper. 

Ganz besonders bevorzugt ist ein Verfahren zum Nachweis von Hydroxyatrazin. 

25 Ebenso ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung sind Mittel fOr die qualitative und quantitative 
Bestimmung von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazin- 
derivaten, insbesondere aber von Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, wie z.B. Hy- 
droxyatrazin, Hydroxypropazin, Hydroxysimazin etc. in Form gebrauchsfertiger Test-Kits, welche minde- 
stens einen der erfindungsgemassen monoklonalen Antikorper ais Reagenz enthalten und die fUr die 

30 Verwendung unter Feldbedingungen fUr einem schnellen und zuverlSssigen Nachweis von Atrazin und/oder 
Atrazinderivaten, sowie von Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber von 
Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten, geeignet sind. 

Die Herstellung der erfindungsgemassen monoklonalen AntikSrper erfolgt mit Hilfe an sich bekannter 
Verfahren, die im wesentlichen auf den von Kohler und Milstein (Nature, 256: 495-497, 1975) entwickelten 

35 Methoden beruhen. 

Da es sich bei den zu analysierenden Zielsubstanzen Atrazin und Hydroxyatrazin, fOr die spezifische 
monokionaie Antikorper entwickelt werden sollen, urn reiativ kleine und einfache MolekOle handelt, die nach 
der Applikation in ein Versuchstier alleine nicht in der Lage sind dort eine entsprechende Immunantwort 
auszulcJsen, mUssen vor der elgentlichen Immunisierung zunachst vorbereitende Massnahmen getroffen 
AO werden. 

Man bezeichnet solche Verbindungen, die aufgrund ihrer GrfSsse und einfachen Strukturierung nicht zur 
Induktion einer Immunreaktion in der Lage sind, als Haptene oder inkomplette Antigene und stellt sie somit 
den kompietten Antigenen (= Immunogene) gegenQber, die sowohl als Antigen wirken als auch eine 
Immunantwort zu induzieren vermSgen. Solche Haptenmoleklile konnen an hochmolekulare Verbindungen 

45 (TragermolekUle) konjugiert werden, wodurch sie in ihren Eigenschaften kompietten Antigenen vergleichbar 
werden, d.h. sie besitzen jetzt die Fahigkeit zur Auslosung einer Immunantwort. 

Einige der im Verlaufe der Immunisierungsreaktion gebildeten Antikorper sind dann in der Lage mit 
spezifischen Epitopen auf dem Haptenmolekul zu reagieren, unabhangig davon, ob das HaptenmolekUi 
alleine oder aber nach wie vor gekoppelt an das CarrlermolekUl vorliegt 

so Unter der im folgenden hSufig verwendeten Bezeichnung Hapten sollen im Rahmen dieser Erfindung in 
erster Linie die fUr die Immunisierung verwendeten Atrazin- und/oder Hydroxyatrazin-MolekOle verstanden 
werden. 

Im Rahmen dieser Erfindung werden daher die als Haptene wirkenden Atrazin- und Hydroxyatrazinmo- 
lekUle vor der Immunisierung von Versuchstieren an einen hochmolekularen Trager ('Carrier 1 ) gekoppelt, 
55 der geeignet ist besagten Atrazin- und HydroxyatrazinmolekUlen eine komplette antigene Wirksamkeit zu 
verleihen. 

Unter geeigneten Carrier-MoiekQIen sind im Rahmen dieser Erfindung in erster Linie makromoiekulare 
Verbindungen zu verstehen, die frei zugangliche reaktive Gruppen fOr die Kupplungsreaktion mit dem 
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Hapten aufweisen und die in der Lage sind, durch Kupplung an das Hapten, diesem elne immunogene 
Potenz zu verleihen Oder aber deren bereits vorhandene Immunogenizitat zu verstSrken. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind makromolekulare Verbindungen, die frei 
zugangliche reaktive Aminogruppen enthalten. 

5 Ganz besonders bevorzugt fUr die erfindungsgemasse Verwendung als CanriermolekUl sind lysinreiche 
Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 10'GOO und VSOO'OOO. wie z.B. "Bovine Serum Albumin" 
(BSA: MG 66' 200), Humanes Serum Albumin (HSA,; MG 58'000) Oder "Keyhole Limpet Protein" (KLH; MG 
VOOO'OOO), die kommerziell erhaltlich sind und somit in beliebiger Menge zur VerfUgung stehen. 

Selbstverstandlich kSnnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch andere makromolekulare 

w Verbindungen als Carrier-MolekUle verwendet werden, sofern sie die oben genannten Voraussetzungen 
erflillen, wie z.B. "Porcine Thyroglobulin", B2 Microglobulin, Hemocyanin, Immungiobuline, Toxine (Cholera- 
, Tetanus-, Diphtheria-Toxin u.a.), Polysaccharide, Lipopolysaccharide, natQrliche oder synthetische 
Polyadenyl- und Polyuridylsauren, Polyalanyl- und Polylysin-Polypeptide Oder Zellmembrankomponenten, 
wie beispielsweise Formalin- oder Glutaraldehyd-behandelte Erythrozytenzellmembranen. 

/5 Ebenso geeignet fUr die Verwendung als CanriermolekUl in dem erfindungsgernassen Verfahren ist 
beispielsweise die gereinigte IgG Fraktion gegen Maus IgG (H + L) aus Kaninchen gemSss dem bei H 
Kawamura und JA Berzofsky (J. Immunol. , 136: 58, 1986) beschriebenen Verfahren. 

Die Konjugation des Haptens an das TragermolekUl kann entweder direkt oder aber vorzugsweise Uber 
ein BrUckenglied erfolgen, welches gegebenenfalfs zunachst an das HaptenmolekUl angelagert wird. 

20 Die Kupplung der zu analysierenden Substanz an das TragermolekUl muss dabei in einer Weise 
erfolgen, dass die relevanten Strukturelemente der Zielsubstanzen frei zuganglich bleiben und somit in der 
Lage sind eine spezifische Immunantwort auszulSsen. d.h. die Bildung spezifischer Antikorper zu induzie- 
ren. 

Als BrUckenglieder fUr eine Konjugation des Haptens (Atrazin und/oder Atrazinderivate sowie die 
25 Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten) an das CarriermolekUl kommen in erster Linie 
Verbindungen in Betracht, die mindestens eine oder aber mehrere reaktive Gruppen enthalten, welche in 
der Lage sind mit den frei zuganglichen reaktiven Gruppen des Carrier-MolekUls in Wechselwirkung zu 
treten. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung von BrUckengliedern die 
30 zwischen 3 und 10 BrOcken-C-atome umfassen und die als reaktive Gruppe(n) eine oder mehrere reaktive 
Gruppen, wie z.B. Amino-, Carboxyl- oder SH-Gruppe(n) besitzen. 

Diese reaktiven Gruppen kSnnen mit Hilfe an sich bekannter Verfahren mit den reaktiven Gruppen des 
Hapten- und Carrier-MolekUls zur Reaktion gebracht werden, unter Ausbildung eines Hapten-Carrier- 
Konjugates. 

36 So ist es beispielsweise moglich ein BrUckenglied Uber eine reaktive Aminogruppe mit Hilfe von 
Dialdehyden (z.B. Glutardialdehyd) an eine der freien Aminogruppen des Carrier-MolekUls zu binden. 

Besitzt das BrUckenglied eine reaktive SH-Gruppe, so kann die Konjugation des Haptens an das 
Carrier-MolekUl durch eine Oxidation mit freien SH-Gruppen des Carriers durchgefUhrt werden. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung von BrUckengliedern mit einer 
40 Carboxylgruppe, die mit Hilfe von wasserbindenden Mitteln, wie beispielsweise einem Carbodiimid, vorzugs- 
weise N.N'-Dicyciohexylcarbodiimid, mit einer freien Aminogruppe des CarriermolekUls verknUpft werden 
kann. 

in einer spezifischen AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung geht man von Atrazin, Hydroxyatra- 
zin oder einem ihrer Derivate, vorzugsweise von 2,6-Dichlor-4-(isopropylamino)-s-triazin aus und setzt dies 
45 mit 5-Amino-valeriansSure urn unter Bildung von 2-Chlor-4-(isopropylamino)-6-(5-amino-valeriansaure)-s- 
triazin. Diese Verbindung kann dann mit Hilfe bekannter Methoden, wie z.B, durch Zugabe von wSssrigen 
Mineralsauren, in einem weiteren Reaktionsschritt sehr einfach in das entsprechende Hydroxy-Analoge 
umgewandeit werden. 

Die DurchfUhrung der eigentlichen Kupplungsreaktion erfolgt vorzugsweise mit Hilfe der aktiven Ester- 
50 methode. Dabei werden die Atrazin- bzw. Hydroxyatrazinderivate zunachst in einem geeigneten Losungs- 
mittel solubilisiert. Als geeignete Ldsungsmittel kommen insbesondere aprotische Losungsmittel, die eine 
geringe Verdampfungsrate aufweisen, wie z.B. N,N-Dimethylformamid (DMF) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) 
in Betracht. 

Anschliessend werden die Carboxylgruppen zu einem aktiven Ester derivatisiert, indem die zuvor 
55 solubilisierten Atrazin- und/oder Hydroxyatrazinderivate z.B. mit N-Hydroxysuccinimid, N-Hydroxysulfosucci- 
nimid, N.N-Dicyclohexylcarbodiimid Oder N.N'-Carbonyldiimidazol oder mit Derivaten dieser Verbindungen 
zur Reaktion gebracht werden. 

Der aktive Ester wird dann aus dem Reaktionsgemlsch abgetrennt und zu BSA oder KLH zugegeben. 
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Nach einer Inkubationszeit von 0.1 bis 12 Stunden vorzugsweise von 4 bis 5 Stunden wird das Prazipitat 
entfernt. Der Ueberstand kann dann gegebenenfalls nach Zwischenschaltung weiterer Reinigungsschritte fur 
die eigentiiche Immunisierungsreaktion verwendet warden. 

Neben der im Rahmen dieser Erfindung bevorzugten aktiven Estermethode, konnen auch alternative 
5 Verfahren fOr die Kuppiung des Haptens an das Carrier-Molekul verwendet werden, wie z.B. die gemischte 
Anhydridmethode. Dabei wird die Carboxylgruppe des Bruckengliedes unter Verwendung von Essigsaure- 
anhydrid oder des Carbodiimidderivates 1-Ethyl-3-(3'-dimethylaminopropyl)carbodiimid an das Carrier- 
MolekUl geknupft. 

Die Immunisierung der Donortiere erfolgt durch eine ein- bis mehrmalige Applikation der an ein 
w hochmolekulares TragermolekOl gekoppelten Haptene.. Besonders bevorzugt ist eine 2 bis 3 malige 
Applikation, die in Abstanden von 7 bis 30 Tagen insbesondere aber von 13 bis 15 Tagen erfolgt 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugte Applikationsform ist die Injektion, die sowohl 
intravenos, intraperitoneal oder subcutan erfolgen kann. 

Bevorzugt ist eine Kombination von subcutaner und intraperitonealer Injektion. 
75 Nach einer Ruheperiode von 0,5 bis 4 Monaten erfolgt eine weitere einmalige Applikation des 
Hapten konjugates in einer Dosierung von 100 u.g bis 1000 ug. 

In einem Zeitraum von 1 bis 6 Tagen nach der letzten Dosierung werden die Donortiere getotet und es 
wird eine Milzzellensuspension hergestellt. 

Die isolierten Milzzellen werden dabei in einem geeigneten Puffer (z.B. einem BSS-Puffer) suspendiert 
20 und bis zu ihrer Fusion mit geeigneten Myeloma-Zellen in Form einer Zellsuspension aufbewahrt. 

Anfangiich wurden diese Fusionen dadurch kompliziert, dass auch die Myeloma-Zellinien monoklonaie 
AntikSrper synthetisierten, so dass das Hybrid zwei Typen monoktonaler Antik5rper produzierte, einen, der 
seinen Ursprung in der Myeloma-Zelle hatte und einen zweiten, der durch die genetische Information der 
immunokompetenten Zelle bestimmt wurde. 
25 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden daher vorzugsweise solche Tumorzellen verwendet, die 
selbst keine monoklonaie AntikSrper herstellen kcJnnen, wie z.B. SP2/0-Ag14 (Shulman et al, 1978) oder 
X63-Ag8.653, wodurch die Analyse der resultierenden Fusionsprodukte sehr stark vereinfacht wird. FOr den 
Fusionserfolg ist es vorteilhaft, wenn die Milzzellen in einem 2 bis 20fachen Ueberschuss im Verhaltnis zu 
den Myelomzellen vorliegen. 
30 Die Fusion von MHz- und Myelomzellen wird in einem speziellen Fusionsmedium durchgefClhrt, das eine 
Zusammensetzung aufweist, die fOr die beabsichtigte Zeiifusion optimale Voraussetzungen liefert 

Vorzugsweise handeit es sich bei besagtem Fusionsmedium urn eine PufferlQsung, die einen der 
Ubiicherweise fur die Fusionierung von Zellen verwendeten Fusionspromotoren enthSIt, wie z.B. Sendai 
Viren oder andere Paramyxoviren, gegebenenfalls in UV-inaktivierter Form, Caicium-lonen, oberflachenakti- 
35 ve Upide, wie z.B. Lysoleclthin oder Polyethylenglykol. Besonder bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist 
, die Verwendung von Polyethylenglykol (PEG), insbesondere von Polyethylenglykol (PEG) mit einem 
mittleren MG von 600 bis 6000, und in einer Konzentration von 30 % bis 60 %. Besonders bevorzugt ist 
eine PEG-Konzentration von 40 % - 50 %. Die optimale Fusionstemperatur betrSgt zwischen 18* C und 
39 " C. Besonders bevorzugt ist eine Temperatur von 37* C. 
40 Nach der erfolgten Fusion der immunkompetenten Milzzellen mit den Myeloma-Zellen werden die 
fusionierten AntikSrper-produzierenden Hybridzellen mit Hilfe an sich bekannter Verfahren selektioniert. 

FOr das Auslesen erfolgreicher Fusionsereignisse (Hybridzellen) aus den 2 Typen von Elternzellen 
existieren verschiedene MSglichkeiten. RoutinemSssig werden eine Million und mehr Zellen von jedem 
Elterntyp in dem Fusionsprotokoll verwendet. Da die Fusion nicht mit einer 100 %igen Frequenz erfolgt, 
45 kann es zu einem schwierigen Unterfangen werden, die Fusionsprodukte von der grossen Ueberzahl nicht 
fusionierter oder mit sich selbst fusionierter Elternzellen abzutrennen. 

Wie bereits zuvor erwShnt, entstehen die Hybridomazeilen durch Fusion kurzlebiger Antikorper produ- 
zierender (Milz) B-Zellen sowie ianglebiger Myeloma Zellen. 

Das gewUnschte Resuitat ist eine langlebige Zellinie, die Antikorper produziert. Da die Milzzellen nur 
so eine begrenzte Lebenszeit in Kultur besitzen, kann man daher im Prinzip einfach abwarten, bis alle 
nichtfusionierten sowie alle mit sich selbst fusionierten Milzzellen abgestorben sind. Dann bleibt jedoch 
immer noch die Aufgabe bestehen, die langlebigen Antikorper-produzierenden Zellen von den langlebigen 
nicht Antikorper-produzierenden Zellen abzutrennen. 

Ein gangiges Selektionssystem basiert auf der VerfQgbarkeit oder NichtverfUgbarkeit des Enzyms 
55 Hypoxanthinguaninphosphoribosyitransferase (HGPRT) Dieses Enzym ist Bestandteil des Purin "Salvage 
Pathway" in SSugerzellen. 

Diese Zellen sind darOberhinaus auch in der Lage Purine de novo zu synthetisieren. 

Unter normalen UmstSnden arbeiten wahrscheinlich beide Synthese-Wege bis zu einem gewissen 
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Grade parallel. 

Falls eine Zelle jedoch kein HGPRT besitzt. ist der "Salvage Pathway" blockiert und die Purine mUssen 
aus nlcht-Purin Material hergestellt werden. 

FQr die Selektion HGPRT-negativer Myelomazellen verwendet man In der Regel sog. Purin-Antimetabo- 
5 liten, wie z.B. das 8-Azaguanin, das dem Purin Guanin strukturell sehr Shnlich Ist und dieses daher in 
einigen seiner normalen Reaktionen ersetzen kann. 

Azaguanin wird in die DNA eingebaut, was zu einer Beeintrachtigung des normalen Wachstumsverhal- 
tens und schliesslich zum Zelltod fUhrt. Da Azaguanin Uber den "Salvage Pathway" ersetzt werden muss, 
konnen alle diejenigen Zellen, die keine HGPRT AktivitSt besitzen, Azaguanin nicht verwerten und daher in 
10 dessen Gegenwart wachsen. 

Bn selektives System, das mit demselben Enzym aber unter umgekehrten Vorzelchen arbeitet, indem 
in diesem Fall HGPRT positive Zellen selektiert werden, ist bei J.W. Littlefleld (1964) beschrleben. 

Dieses Selektionssystem basiert auf der Verwendung des sogenannten HAT-Mediums, das u.a. Hypox- 
anthin, Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) als Bestandteile enMlt. Aminopterin ist ein Antimetabolit, 
75 der die de novo Purin-Synthese sowie die Methylierung von Desoxyuridylat zu Thymidylat hemmt. 

Hyp^anthin kann als Hilfspurin fungieren fUr den Fall, dass Aminopterin die de novo Purin-Synthese 
blockiert, wBhrend Thymidin die Notwendigkeit einer Methylierung von Desoxyuridylat OberflGssig macht. 

Daher werden in Gegenwart von Aminopterin alle HGPRT positiven Zellen proliferieren, wahrend die 
HGPRT negativen Zellen absterben. 
20 In dem Hybridsystem, das im Rahmen dieser Erfindung fGr die Selektion verwendet wird, sind die 
Myeloma-Zellen vorzugsweise resistent gegenUber Azoguanin und empfindlich gegendber Aminopterin, d.h. 
sie sind HGPRT negativ. Die AntikSrper-produzierenden Zellen dagegen sind HGPRT positiv. 

Durch Fusion der Zellen und Kultivierung in einem HAT-Medium, konnen die erfolgreich miteinander 
fusionierten Zellen selektiert werden. da die Myeloma-Zellen, die fUr die Proliferation verantwortlich sind, 
25 nur in Gegenwart einer HGPRT-Aktivitat wachsen kdnnen und diese AktivitSt von der HGPRT-positiven 
Zellinie geiiefert werden muss. 

Die HGPRT-positiven Antikorper-produzierenden Zellinien werden in diesem Medium zwar nicht abge- 
totet. Sie Gberleben aber nur eine bestimmte Zeit, und sind nicht in der Lage zu proliferieren. 

Damit wird durch Fusion der Zellen in einem HAT-Medium ein System geschaffen, in welchem zwar die 
30 Myeloma Zellen und die Antikorper produzierenden Zellen fUr einen Zeitraum wachsen konnen, der 
ausreicht fGr die Produktion von Hybrid-Zellen, in dem aber nur die Hybrid-Zellen Qberleben und proliferie- 
ren konnen. 

In einer besonderen AusfGhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die fusionierten Hybridzellen 
in Gegenwart von zuvor aus dem Peritoneum unbehandelter, nicht-immunisierter Versuchstiere isolierten 
35 Macrophagen, sogenannter "Feederzellen M , kultiviert. FGr die Kultivierung und die Selektion der fusionierten 
Hybridzellen wird die Zellsuspension in mehrere Aliquots aufgeteilt und die einzelnen Aliquots werden 
standig auf die Ausbildung von Hybridzellkulturen sowie auf die Bildung von Antikorpern hin untersucht. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Kultivierung der fusionierten Hybridzellen auf 
Mikrotiterplatten. 

40 Dabei wird die nach der Fusion erhaltene Zellsuspension auf die einzelnen Vertiefungen einer Mikroti- 
terplatte verteilt und fur einen Zeitraum von 7 bis 30 Tagen unter geeigneten, das Wachstum der 
fusionierten Hybridzellen fordernden Bedingungen (z.B. HAT/HT-Medlen) kultiviert. 

Die UeberstSnde gewachsener Hybridkulturen werden standig auf die Bildung von AntikSrpern hin 
untersucht. 

45 Positive Hybridzellkulturen werden dann mit Hilfe bekannter Verfahren, vorzugsweise aber mit Hilfe des 
limitierenden Verdtlnnungsverfahrens vereinzelt und anschliessend In geeigneten Kultivierungsmedien klo- 
niert. 

Die UeberstSnde der gewachsenen Zellkione werden ebenfalls auf die Bildung von Antikorpern hin 
Gberpruft. 

so Das Screening der gemass der vorangegangenen Beschreibung hergestellten erfindungsgemassen 
Hybridoma-Zellklone auf die Bildung geeigneter monoklonaler Antikdrper erfolgt vorzugsweise mit Hilfe 
eines der ublicherweise fQr diesen Zweck verwendeten Immunassays, wie z.B. einem Enzym-gekoppelten 
Immunassay Oder einem Radioimmunassay. 

Beim Enzym-gekoppelten Immunassay werden die zuvor nSher charakterisierten Hapten-Konjugate 
55 zunachst an einen festen TrSger adsorbiert. Die verbleibenden freien Bindungsstellen werden anschliessend 
durch Zugabe von CarriermolekQien abgesattigt und damit blockiert. 

Zum Nachweis monoklonaler AntikOrper werden Aliquots der UeberstSnde besagter Hybridoma-Zellklo- 
ne mit den TrSger-gebundenen Haptenkonjugaten inkubiert. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Herstellung monokionaler Antikorper 
unter Verwendung an sich bekannter Verfahren, die dadurch gekennzeichnet sind, dass man die zuvor 
naher charakterisierten erfindungsgemassen Hybridomazellinien Oder aber Kione Oder Subklone davon, 
welche die erfindungsgemassen Antikdrper synthetisieren und in das umgebende Medium sezernieren, in 

5 vitro oder in vivo mit Hilfe bekannter Verfahren kultiviert. 

Die in-yitro-Kultivierung der erfindungsgemassen Hybridoma-Zellen erfolgt in geeigneten Kultivierungs- 
medien, insbesondere in den ublicherweise verwendeten, standardisierten Kulturmedien wie z.B. Dulbecco's 
Modified Eagle Medium (DM EM) oder RPMI 1640 Medium, die gegebenenfalls durch Zugabe von SSuger- 
Seren, wie z.B. Foetales Ka'lberserum, oder durch wachstumsfordernde Zusatze und Spurenelemente 

io erganzt werden k6nnen. 

Die Isolierung der monoklonaien Antikorper beginnt vorzugsweise mit einer PrSzipitation der Immunglo- 
bulinfraktion aus den jeweiligen Ueberstanden der Hybridomakulturen, z.B. mit Hilfe von Ammoniumsulfat 
Es schliessen sich weitere Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte an, die dem Fachmann auf diesem Gebiet 
bekannt sind und die beispielsweise die Verwendung chromatographischer Methoden, wie z.B. Gelfiltration, 

rs lonenaustausch-Chromatographie, DEAE-Cellulose Chromatographic, Protein A oder Immunaffinitatschroma- 
tographie miteinschliessen. 

Grosse Mengen der erfindungsgemassen monoklonaien Antikorper konnen aber auch mit Hilfe von in 
vivo Verfahren gewonnen werden. 

So ist es beispielsweise moglich Antikorper-produzierende Hybridoma-Zellklone in geeignete Saugetie- 

20 re zu injizieren, welche die Entwicklung von Antikorper-produzierenden Tumoren in den behandelten Tieren 
induzieren. Nach einen Zeitraum von 1 bis 3 Wochen konnen die AntikSrper aus den KorperflGssigkeiten 
der so behandelten Tiere isoliert werden. 

In einer besonderen AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung wird weiblichen Balb/c Mausen, die 
gegebenenfalls mit einem Kohlenwasserstoff wie z.B. Pristan vorbehandelt wurden, ein erfindungsgemasser 

25 Hybridoma-Zeliklon intraperitoneal injiziert. 

Ein bis drei Wochen nach der Injektion des Hybridoma-Zellklons wird die AscitesflOssigkeit gesammeit 
und bis zur weiteren Aufbereitung aufbewahrt. 

Die Isolierung der monoklonaien Antikbrper erfolgt in genau analoger Weise zu der zuvor beschriebe- 
nen Isolierung aus den UeberstSnden in vitro kultivierter Hybridomas. 

30 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemassen 
Antikorper in einem der gebrauchlichen Immunassays zum Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten 
bzw. von inaktiven Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten sowie zur Differenzierung von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten gegentlber ihren inaktiven Abbauprodukten in Boden-, Luft- und Wasser- 
proben sowie gegebenenfalls in Extrakten aus Pfianzen oder anderem bioiogischem Material. 

35 Die erfindungsgemassen monoklonaien Antikorper konnen somit in alien bekannten Immunassays 
verwendet werden, die auf der spezifischen Bindung zwischen Antigen und dem entsprechenden monoklo- 
naien AntikQrper aufbauen, wie z.B. in einem Radioimmunassay (RIA), einem Enzym-gekoppelten Immunas- 
say (ELISA), einem Immunfluoreszenz-Test etc. 

Beim RIA Test kann der erfindungsgemSsse monoklonale- Antikorper ais solcher oder aber in Form 

40 eines radioaktiv markierten Derivates verwendet werden. Dabei konnen alle bis heute bekannten Modifikatio- 
nen des RIA Tests fQr den Nachweis der im Rahmen dieser Erfindung relevanten Zielsubstanzen verwendet 
werden, wie z.B. ein RIA Test in homogener oder fester Phase, ein heterogener RIA Test sowie ein 
einfacher oder doppelter ('Sandwich') RIA Test mit direktem oder indirektem (kompetitiven) Nachweis des 
Antigens. Das gleiche gilt auch ftir die Verwendung eines enzymgekoppelten Immunassays. 

45 Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung eines erfindungsgemassen monoklonaien 
AntikSrpers in einem kompetitiven Immunassay zum Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. 
ihrer Hydroxy-Analogen. 

Das Prinzip des kompetitiven Immunassays beruht auf einer Konkurrenz zwischen einem markierten 
bzw. einem an einen festen TrSger gebundenen Antigen und einem freien Antigen urn die relevanten 
so Bindungsstellen auf dem AntikorpermolekUI. 

GrundsMtzlich unterscheidet man zwei MQglichkelten zur DurchfOhrung dieses kompetitiven Immunas- 
says. 

a) Das erste Verfahren beruht auf der Konkurrenz zwischen dem an einen festen Tra'ger gebundenen 
Antigen und freiem Antigen urn die freien Bindungsstellen auf dem Antikorper, der mit einem Marker 
55 versehen ist. Die Bindung des Antigens an einen festen TrMger kann dabei entweder direkt oder aber Ober 
ein CarriermolekOI erfolgen. 

Die Bestimmung der Konzentration an freiem Antigen erfolgt in diesem Fall Ober die Abnahme des 
markierten, an das TrSger-fixierte Antigen gebundenen Antik<5rpers. 
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Diese Abnahme ist proportional der In der Probe enthaltenen Menge an freiem Antigen. 

b) Ein alternatives Verfahren basiert darauf, dass freies und markiertes Antigen miteinander urn die 
relevanten Bindungsstellen des Antikorpers konkurrieren, der in diesem Fall an einen festen TrMger 
gebunden vorliegt 

5 Die Bestimmung der Konzentration an freiem Antigen erfolgt Gber die Abnahme an markiertem Antigen, die 
in AbhSngigkeit von der Konzentration an freiem Antigen variiert. 

Als testes Tragermaterial, das fUr die Bindung des Antigens oder des Antikorpers geeignet ist, kommen 
beispielsweise die PlastikoberflSche einer Mikrotiterplatte Oder eines TestrQhrchens, die Oberflache von 
Kugeln aus Polystyren, Polypropylen, Polyvinylchiorid, Glas Oder Kunststoff Oder aber die Oberflache von 

w Filterpapier-, Dextran-Cellulose- oder Nitrozellulose-Streifen oder Shnliche Materialien in Betracht. Diese 
werden mit einem der erfindungsgemassen monoklonalen AntikSrper oder einem Antigen uberzogen, wobei 
die Bindung an das Tragermaterial durch einfache Adsorption oder aber gegebenenfalls nach vorangegan- 
gener Aktivierung des Tragermaterials mit z.B. Glutaraldehyd oder Cyanogenbromid vermittelt werden kann. 
Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung des erfindungsgemassen 

75 monoklonalen AntikSrpers in einem Enzym-gekoppelten Immunassay [ELISA ('Enzyme Unked Immuno 
Sorbent Assay)]. 

Dabei kann der erfindungsgemasse monoklonale AntikSrper ais solcher oder in Form eines Enzym- 
gekoppelten Derivates verwendet werden. 

Der ELISA Assay basiert entweder auf der Verwendung eines Enzym-gekoppelten Derivates des 
20 erfindungsgemassen Antikorpers oder aber von an sich bekannten Enzym-gekoppelten Antikorpem, die ein 
Epitop eines erfindungsgemassen Antikorpers erkennen und daran binden. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung eines ELISA-Assays, bei dem 
eines der zuvor beschriebenen Tragermaterialien zun§chst mit einem Antigen beschichtet wird. Das 
tragergebundene Antigen wird anschliessend mit einer Testiosung inkubiert, die das nachzuweisende 
25 Antigen sowie einen der erfindungsgemassen Antikorper enthalt Das nachzuweisende Antigen kann dabei 
entweder in freier Form oder aber als Bestandteil einer Wasser- oder Bodenprobe vorliegen. 

Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bis 2 Stunden wird der gesamte Ansatz mit einem 
enzymmarkierten AntikSrper inkubiert, der den erfindungsgemassen monoklonalen Antikorper erkennt und 
an diesen bindet. Ein Beispiel eines soichen enzymmarkierten AntikSrpers ist ein Phosphatase-markiertes 
30 Ziegen anti-Schaf Immunglobulin, oder ein entsprechender Ziegen anti-Maus Antiktfrper, die kommerziell 
bezogen werden konnen. 

Die Menge des gebundenen Antikorperproteins ISsst sich anhand einer Enzym-Substrat-Reaktion, z.B. 
mit Hilfe spektroskopischer Verfahren bestimmen. 

Ebenfalls bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein ELISA-Test, der auf der Konkurrenz von 
35 markiertem sowie von freiem Antigen urn den an eines der zuvor genannten Tragermaterialien gebundenen 
Antikbrper beruht. 

Der Anteii an freiem Antigen, der in einer bestimmten Probe vorliegt, wird in diesem Fall Gber die 
Abnahme an markiertem Antigen bestimmt, die umso prSziser ist, je mehr freies Antigen die Probe enthalt. 
Eine weitere MSglichkeit zur DurchfOhrung des ELISA-Assays umfasst die folgenden Verfahrensmass- 
40 nahmen: 

Einer der zuvor beschriebenen Carrier, der mit einem der erfindungsgemassen Antikorper beschichtet 
ist, wird mit einer Testiosung inkubiert, die das nachzuweisende Antigen enthalt. Danach wird der gesamte 
Ansatz mit einem polykionaien Immunserum gegen besagtes Antigen, beispielsweise einem Immunserum 
vom Schaf, inkubiert und die gebundenen AntikSrper des polykionaien Serums werden mit Hilfe Enzym- 
45 markierter Antik5rper, die diese erkennen und binden, entwickelt. Die Menge des gebundenen Proteins wird 
anhand einer Enzym-Substrat Reaktion bestimmt. 

Ein Beispiel eines soichen Enzym-markierten AntikSrpers ist ein Phosphatase-markiertes Ziegen anti- 
Schaf Immunglobulin, das kommerziell erhaitlich ist. 

Eine weitere Moglichkeit zur DurchfOhrung des ELISA-Assays besteht in der Inkubation eines der zuvor 
so beschriebenen Tragermaterialien, das mit einem der erfindungsgemassen monoklonalen AntikSrper be- 
schichtet ist, mit einer TestlQsung sowie einer zweiten LSsung, die einen Enzym-konjugierten monoklonalen 
AntikSrper enthalt. 

Der freie monoklonale AntikSrper erkennt dabei ein anderes Epitop auf dem Antigen als der Enzym- 
gekoppelte AntikSrper. Die Menge des gebundenen Enzyms kann mit Hilfe einer Enzym-Substrat Reaktion 
55 bestimmt werden, z.B. in Form einer Farbanderung, die optisch wahrgenommen werden kann. 

Die FarbSnderung ist dabei proportional der Menge des Antigens in der TestlSsung. 

DarOberhinaus kann der erfindungsgemasse Antikfirper auch in einem ELISA Test verwendet werden, 
bei dem dieser mit einem Enzym markiert ist und der Carrier mit einem monoklonalen anti-Antigen 
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AntikSrper beschichtet 1st, der ein anderes Epitop erkennt als der erfindungsgemasse monoklonale 
Antikorper. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Mittel fGr die qualitative und quantitative Bestimmung von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbe- 

5 sondere aber von Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydrox- 
ypropazin, Hydroxysimazin etc., in Form eines Test-Kits, die neben den erfindungsgemassen monoklonalen 
Antikorpern und/oder deren Derivaten, gegebenfalls auch noch andere monoklonale Oder polyklonale 
Antikorper, insbesondere aber markierte monoklonale oder polyklonale AntikSrper; sowie weitere Zusatze 
enthalten kSnnen. ^ 

w Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind Test-Kits, die auf einem der Qblicherweise 
verwendeten Immunassays basieren, ausgewahlt aus der Qruppe bestehend aus Radioimmunassay, 
Enzym-gekoppelter Immunassay und Chemilumineszenzassay. Ganz besonders bevorzugt sind Test-Kits, 
bei denen der Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von Abbauprodukten von Atrazin 
und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber von Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, 

75 wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydroxypropazin, Hydroxysimazin etc. auf einem kompetitiven Immunassay, 
insbesondere aber auf einem Enzym-gekoppelten Immunassay (ELISA) beruht. 

Test-Kits fUr einen radioimmunologischen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von 
Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber von Hydroxyanalogen von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten, wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydroxypropazin, Hydroxysimazin etc., konnen 

20 beispielsweise die foigenden Bestandteile enthalten: 

(a) ein geeignetes Tragermaterial, das unbeschichtet oder aber mit einem der erfindungsgemassen 
Antikorper oder einem Antigenkonjugat beschichtet sein kann; 

(b) gegebenenfalls gefriergetrocknete oder konzentrierte LBsungen elnes der erfindungsgemassen 
Antikorper und/oder eines radioaktiv markierten Derivates davon oder radioaktiv markiertes Antigen oder 

25 standardisierte Losungen des Antigens; 

(c) Pufferlosungen und 

(d) gegebenenfalls Polypeptide, Detergentien und weitere Zusatze, die beispielsweise eine unspezifi- 
sche Adsorption und Aggregatbildung verhindern sowie 

(e) Pipetten, Reaktionsgefasse, Eichkurven, Beipackzettel etc. 

30 Test-Kits fQr den immunologischen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von Abbaupro- 
dukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber von Hydroxyanalogen von Atrazin 
und/oder Atrazinderivaten, wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydroxypropazin, Hydroxysimazin etc., die auf einem 
Enzym-gekoppelten Immunassy (ELISA) basieren, konnen beispielsweise die foigenden Bestandteile enthal- 
ten: 

35 (a) ein geeignetes TrSgermaterial, das unbeschichtet oder aber mit einem der erfindungsgemassen 

AntikSrper oder einem Antigenkonjugat beschichtet sein kann; 

(b) gegebenenfalls gefriergetrocknete oder konzentrierte Lflsungen eines der erfindungsgemassen 
Antikorper und/oder eines zweiten Enzym-markierten monoklonalen oder polyklonalen Antikorpers, der 
gegen das zu bestimmende Antigen oder einen das Antigen erkennenden Antikorper gerichtet ist; 

40 (c) Enzymsubstrate in fester oder gelSster Form; 

(e) das Antigen oder standardisierte Losungen des Antigens; 

(f) Pufferlflsungen; 

(g) gegebenenfalls Polypeptide, Detergentien und weitere Zusatze, die beispielsweise eine unspezifi- 
sche Adsorption und Aggregatbildung verhindern sowie 

45 (h) Pipetten. Reaktionsgefasse, Eichkurven, Farbtafeln, Beipackzettel, etc. 

Ein Test-Kit fur den Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von Abbauprodukten von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber von Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinde- 
rivaten, wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydroxypropazin, Hydroxysimazin etc., der auf einem Chemilumineszenz- 
test basiert, kann beispielsweise die foigenden Bestandteile enthalten: 

so (a) ein geeignetes TrSgermaterial, das unbeschichtet oder aber mit einem der erfindungsgemassen 

AntikQrper oder einem Antigenkonjugat beschichtet sein kann; 

(b) gegebenenfalls gefriergetrocknete oder konzentrierte Losungen eines der erfindungsgemassen 
AntikSrper und eines zweiten polyklonalen Antik5rpers, der in der Lage ist, den erfindungsgemassen ersten 
Antikorper zu erkennen und der mit einem chemilumineszierenden Marker verknUpft ist; 

55 (c) Losungen enthaltend eine Komponente, die die Emission von Licht auslSst, wie z.B. H2O2 und 

NaOH; 

(d) PufferlSsungen; 

(e) gegebenenfalls Polypeptide, Detergentien und weitere Zusatze, die eine unspezifische Adsorption 
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und Aggregatbildung verhindern sowie 

(f) Pipetten, ReaktionsgefSsse, Beipackzettel, etc. 
Tragermateriallen, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verwendung finden kSnnen, umfassen in 
erster Linie unlSsIiche, poiymere Materialien, ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Polystyren, 
5 Polyethylen, Polypropylen, Polyester, Polyacrylnitril, Polyvinylchlorid, Polyacrylamid. Nitrocellulose, quer- 
vernetztes Dextran, fluorierte Harze, Agarose, quervernetzte Agarose, Polysaccharide, etc. Daneben sind 
aber auch andere Materialien denkbar, wie z.B. Glas, Metall, Netzgewebe auf Nylonbasis, etc. 

Die zuvor im einzelnen genannten Tragermaterialien konnen sehr unterschiedlich ausgestaltet sein und 
in AbhSngigkeit vom jeweils angestrebten spezifischen Verwendungszweck sehr verschiedenartige Formen 
70 aufweisen. Diese umfassen beispielsweise Schalen,.Kugeln, Platten, StSbchen, Zellen, Flaschchen, Rdhr- 
chen, Fasern, Netze, etc. 

Haufige Verwendung bei der Herstellung von Test-Kits finden beispielsweise Mikrotiterplatten aus 
durchsichtigen Plastikmaterialien, wie z.B. Polyvinylchorid Oder Polystyren, die unbeschichtet Oder aber mit 
einem der erfindungsgemassen Antikorper, mitfreiem Antigen oder einem Antigenkonjugat beschichtet sein 
is konnen. Ebenso verwendet werden Kugelchen, Rdhrchen oder Stabchen aus Polystyren sowie Polystyren- 
latex, wobei das umgebende Latexmaterial via Zentrifugation von den Polystyrenpartikeln abgetrennt 
werden kann. 

Einen weiteren Bestandteil des erfindungsgemassen Testkits bilden Marker oder Indlkatoren, mit deren 
Hilfe es moglich ist, das Vorliegen einer Komplexbildungsreaktion, Insbesondere aber einer Immunreaktion 

20 nachzuweisen, die vorzugsweise zu einem Antigen-Antikorper-Komplex oder aber zu einem Ligand- 
Rezeptor-Komplex fUhrt, wobei neben qualitativen gegebenenfalls auch quantitative Aussagen Ober das 
nachzuweisende Antigen moglich sind. Als Marker oder Indikatoren kommen sowohl einzelne Atome als 
auch MolekUle in Betracht, die entweder direkt oder aber indirekt an der Erzeugung eines nachweisbaren 
Signals beteiligt sein kdnnen. Diese Marker oder Indikatoren konnen entweder direkt mit dem nachzuwei- 

25 senden Antigen oder mit einem der erfindungsgemassen monoklonalen Antikorper verknGpft sein oder aber 
in diese eingebaut vorliegen. Sie konnen aber auch als Einzelsubstanzen oder als Bestandteil einer 
separaten Verbindung vorliegen, die weder das nachzuweisende Antigen selbst noch einer der erfindungs- 
gemassen monoklonalen Antikorper ist, die ihrerseits aber in der Lage ist mit dem RezeptormoiekQI zu 
reagieren. z.B. In Form einer Komplexbildung. 

30 Bei diesen separat vorliegenden Verbindungen handelt es sich vorzugsweise urn ein zweites Antikor- 
permolekGI, das sowohl monoklonalen als auch polyklonalen Ursprungs sein kann, urn ein Komplementpro- 
tein oder Fragmente davon, urn S. aureus protein A, etc. Diese separaten Verbindungen erkennen und 
binden spezifisch an ein RezeptormoiekQI, wie z.B. das nachzuweisende Antigen oder einen der erfindungs- 
gemassen monoklonalen AntlkSrper, vorzugsweise aber an ein RezeptormoiekQI, das in Form eines 

35 Kompiexes vorliegt. 

In vielen Fallen sind weitere, zusStzliche Reagentien notwendig, die dann erst im Zusammenwirken mit 
dem Marker zu einem nachweisbaren Signal fQhren. Dies gilt insbesondere dann, wenn Enzyme involviert 
sind. 

Marker oder Indikatoren, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden konnen, sind 

40 dem Fachmann auf dem Gebiet der Immunologie und Immunchemie bestens bekannt. Sie umfassen 
beispielsweise radioaktiv markierte Elemente oder Substanzen, Enzyme oder chemilumineszierende Sub- 
stanzen. Die folgende AufzShlung mSglicher Marker oder Indikatoren soil lediglich dazu diesen, die grosse 
Vielfalt der verwendbaren Substanzen und Reagentien beispielhaft zu veranschaulichen, ohne dadurch 
jedoch den Erfindungsgegenstand in irgendeiner Weise einzuschranken. 

45 Geeignete Marker oder Indikatoren sind beispielsweise innerhalb der Gruppe der radioaktiven Elemente 
zu finden. Dabei sind insbesondere solche Elemente bevorzugt, die entweder selbst 7 Strahlen emittieren, 
wie z.B. 12 *J, 125 J, 128 J, 132 J, 51 Cr oder aber eine Emittierung dieser Strahlen induzieren, wie z.B. 1t C, 18 F, 
13 N. Ebenfalls geeignet sind sog. 0-Stahler wie 111 ln, U C und 3 H. 

Weitere geeignete Marker umfassen chemilumineszierende Substanzen, insbesondere aber fluoreszie- 

50 rende Substanzen, die sehr einfach auf chemischem Wege mit dem Antigen oder einem Antikorper 
verbunden- werden kdnnen ohne diesen zu denaturieren. Das entstehende Fluorochrom lasst sich sehr 
einfach mit Hilfe fluorometrischer Verfahren nachweisen. Im einzelnen zu nennen sind an dieser Stelle 
Fluorochrome ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Fluoresceinisocyanat, Fluoresceinisothiocyanat, 5- 
Dimethylamino-1-naphthalinsulfonylchlorid, Tetramethyirhodaminisothiocyanat, Lissamin, Rhodamin 8200 

55 Sulfonyichlorid, etc. 

Weitere fluoreszierende Agentien sowie eine Beschreibung von Analysetechniken flndet sich bei 
DeLuca, "Immunofluorescence Analysis", in: Antibody As a Tool, Marchalonis et al, John Wiley & Sons, 
Ltd., pp 189-231 (1982). 
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Besonders bevorzugt im Rahman dieser Erfindung ist die Verweridung von Enzymen ais Marker- oder 
Indikatorsubstanzen, wie z.B. Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase, 0-D-Galaktosidase, Glucose- 
oxidase, Glucoamylase, Carbonsaureanhydrase. Acetylcholinesterase, Lysozym, Malatdehydrogenase, 
Glucose-6-phosphatdehydrogenase, etc. Bei der Verwendung von Enzymen als Markersubstanzen ist es 
notwendlg zusatzliche Reagentien zuzugeben, die es erlauben, die Bildung eines Immunkomplexes uber 
die Enzymaktivitat zu verfolgen sowie gegebenenfalls ein Stop-Reagenz. mit welchem die Enzymreaktion 
beendet werden kann. 

Besonders bevorzugt sind dabei Reagentien, die zu einer Farbreaktion fuhren. Im Falle der Meerrettich- 
peroxidase sei an dieser Stelle beispielhaft Hydrogenperoxid genannt, das in Kombination mit einem 
zusStziichen, oxidierten Farbstoffprecursor wie z.B. Diaminobenzidin oder o-Phenylendiamin, zu einer Braun 
bzw. Gelbfarbung fuhrt. Bei Verwendung der Glucoseoxidase als Markersubstanz kann beispielsweise 2,2'- 
Azino-di-(3-ethyl-benzthiazolin-6-sulfonsaure) [ABTS] als Substrat eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft somit die Verwendung von Test-Kits, die 
zumindest einen der erfindungsgemSssen monoklonalen Antikorper als Reagenz enthalten, zum schnellen 
und effektiven, quaiitativen und/oder quantitativen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten bzw. von 
Abbauprodukten von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, insbesondere aber von Hydroxyanalogen von 
Atrazin und/oder Atrazinderivaten, wie z.B. Hydroxyatrazin, Hydroxypropazin, Hydroxysimazin etc. sowie zur 
Differenzierung von Atrazin und/oder Atrazinderivaten gegenuber ihren Abbauprodukten. 



I. Nichtlimitierende Ausfuhrungsbeispiele 



Beispiel 1 : Synthese von Atrazin/Hydroxyatrazinkonjugaten 



1.1: Triazinyi-Valeriansaure-Kupplungskomponenten 



a) 2-chlor-4-isopropylamino-6-(1 -carboxybutyl-4-amino)-s-triazin 

Zu einer Mischung von 10,35 g 2,6-Dichlor-4-isopropylamino-s-triazin und 6,15 g 5-AminovaleriansSure 
in 150 ml trockenen Chloroforms werden 15,66 ml Diazobicyclo[5.4.0]undec-5-en gegeben, 1 Stunde bei 
RGckflusstemperatur gerOhrt und die Reaktionslosung am Vakuum eingedampft (Zimmertemperatur). Der 
olige RUckstand wird bei 0°C mit 60 ml 2N Salzsaure verrilhrt, nach zwei-sttlndigem Stehen der 
Niederschlag filtriert, mit Wasser und Diathyiather gewascheh und getrocknet. Man erhalt 4,3 g des 
gewUnschten Produktes, 2-Chlor-4-isopropylamino-6-(1-carboxybutyl-4-amino)-s-triazin (Smp. 191-192° C). 



b) 2-Hydroxy-4-isopropylamino-6-(1-carboxybutyl-4-amino)-s-triazin • Hydrochlorid 

1 g 2-chlor-4-isopropylamino-6-(l-carboxybutyl-4-amino)-s-triazln wird wahrend 4 Stunden bei Raum- 
temperatur in 7 ml 6 N Salzsaure gerUhrt, am Vakuum bei 45 "C eingeengt, die Kristalle filtriert und 
getrocknet. Man erhSIt 0,98 g des gewQnschten Produktes, 2-Hydroxy-4-isopropylamino-6-(1-carboxybutyl- 
4-amino)-s-triazin • Hydrochlorid (Smp. 149-151*0). 



1.2: Triazin-Protein-Konjugate 

Die Atrazin- und Hydroxyatrazinderivate werden entweder an "Bovine Serum Albumine" (BSA; Fluka) 
oder an "Keyhole Limpet Hemocyanin" (KLH; Calbiochem) konjugiert unter Anwendung der aktivierten 
Ester-Methode (Kulkarni et ah, 1981). 

Im einzelnen wird dabei die Carboxylgruppe des Derivats in N.N-Dimethylformamid (DMF) (6 mg/200 
ill) bei Raumtemperatur solubilisiert und anschliessend mit einem 4molaren Ueberschuss von a-Hydrox- 
ysuccinimid (9.1 mg/200 ul) sowie N.N'-Dicyclohexylcarbodiimid (16 mg/200 ul) versetzt. 

Das bei der Reaktion gebildete PrSzipitat wird durch 3 minOtige Zentrifugation mit 12*000 g bei 
Raumtemperatur entfernt und der aktivierte Ester anschliessend zu BSA oder KLH gegeben, das zuvor In 
einer Phosphatgepufferten Salzl6sung (PBS-Puffer) solubilisiert worden ist. Das molare VerhSltnis von 
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[Oerivat]/[BSA] betrSgt dabei ca. 55/1 (24 mg DerivaV5.4 ml BSA). 

Nach 4sti3ndlger Inkubation bei einer Temperatur von 4 # C wird das gebildete PrMzipitat durch 10 
minOtige Zentrifugation mit 2*000 g bei 4*C entfernt und der verbleibende Ueberstand ausgiebig gegen 
PBS dialysiert, bevor er dann fOr die Immunisierungs-Experimente verwendet wird. 

Das Ausmass der Kuppiungsreaktion wird mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese sowie durch Absorp- 
tionsspektrophotometrie bestimmt. Das molare Verhaltnis von Hydroxyatrazin bzw. Atrazin zu BSA liegt bei 
ca. 11:1. 



10 Beispiel 2: immunisierung 

Gruppen von jeweils 5 weiblichen BALB/c MSusen (Tierfarm Sisseln, Schweiz), die zwischen 4 und 6 
Wochen alt sind, erhalten 3 Serien von intraperitoneal bzw. subkutanen Injektionen mit KLH-konjugiertem 
Atrazin oder Hydroxyatrazin (50 ng/lnjektion). 
75 Die erste Injektion beinhaltet 0,1 ml des Konjugates in PBS, das in einem VerhSttnis von 1:1 mit 0,1 ml 
komplettem Freund Adjuvanz vermischt ist. 50 ul dieser Injektionslosung werden intraperitoneal injiziert, die 
restlichen 150 ul subcutan. 

Bei der zweiten und dritten Injektionsserie, die 14 bzw. 30 Tage nach der Erstapplikation erfolgt, wird 
das komplette Freund Adjuvans durch inkomplettes ersetzt. 
20 1 Woche nach der letzten Injektion wird Blutserum von den Versuchstieren entnommen und die Bluttiter 
mit Hilfe eines ELISA-Tests bestimmt, wobei die Mikrotiterplatten zuvor mit BSA-konjugiertem Hapten 
beschichtet werden (siehe Abschnitt 6). 

Nach einer Ruheperiode von 2 Monaten erfolgt eine weitere einmalige intraperitoneal© Injektion des 
KLH-Konjugates in einer Dosierung von 500 ug/200ul PBS. 

25 

Beispiel 3: Fusionsprotokoll 



30 3.1. Gewinnung von w Feeder ,f -Zellen (peritoneale Makrophagen). 

Unbehandelte, ca. 6 bis 8 Wochen alto Balb/c-M2use werden einen Tag vor der beabsichtigten Fusion 
getotet und durch Eintauchen in 70 %igem Alkohol sterilisiert. 

Anschiiessend wird das Fell und die obere Bauchhaut steril angeschnitten ohne das Peritoneum zu 
35 verletzen. Mit einer sterilen 5 ml Plastikspritze und einer sterilen 18-er Injektionsnadel werden 4 ml BSS 
(ohne Ca 2+ und Mg 2 *) und 1 ml Luft in die Bauchhdhle injiziert. 

Nach leichtem Massieren des Bauches (wobei Spritze und Nadel in der Bauchhdhle verbleiben) wird 
der zuvor injizierte BSS-Puffer wieder aus dem Peritoneum abgezogen und in ein steriles FalconrShrchen 
gegeben. Dieses Procedere wird noch 2 mal wiederholt. Die so gewonnenen Makrophagen werden mit Eis 
40 gekUhlt und anschiiessend 2 x mit je 20 ml BSS gewaschen. 

Die Makrophagen werden dabei je 10 Min. bei 300 g und einer Temperatur von 5' C zentrifugieit Das 
Pellet wird dann in 50 ml HAT-Medium resuspendiert und die Zellsuspension auf 4 Costarplatten mit 
insgesamt 24 Vertiefungen verteilt (0,5 mlA/ertiefung). 

Anschiiessend werden die so vorbereiteten Makrophagen bei einer Temperatur von 37 # C und einer 
45 CCVKonzentration von 6 % in einem Inkubator aufbewahrt. 

Pro Fusionsvorgang werden ca. 4 x 10 s Makrophagen benotigt. 



3.2. Anzucht der Myeloma-Zellinie Sp 2/0-Ag 14 

so 

Bel der genannten Myeloma-Zellinie Sp 2/0-Ag 14 handelt es sich urn eine Myeloma-Zellinie, die selbst 
keine Antikorper sezerniert und die bei M. Shulman et ah (1978) beschrieben ist. Diese Myeloma-Zellinie 
kann bei der "American Type Culture Collection" in Rockville, Maryland bezogen werden. 

Pro Fusion benfitigt man 50 ml einer gut gewachsenen Kultur, die mindestens 10 Millionen Zellen 
55 enthalt. Die Kultivierung der Myelomzellen erfolgt vorzugsweise in T 175 "Faicon"-Flaschen (Fa. Beckton & 
Dickenson). 

Einen Tag vor der Fusion wird das Kultivierungsmedium (RPMI 1640) durch frisches RPMI 1640- 
Medium ersetzt. Am Tag der Fusion werden die Sp 2/0-Ag 14 Zellen geerntet, in ein steriles 50 ml 
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PlastikrShrchen gegeben und 10 Min. bei 300 g und einer Temperatur von 5*C zentrifugiert (MSE 
Zentrifuge, Modell Chilspin, UK). 

Nach der Zentrifugation wird der Ueberstand abgezogen und verworfen. Die Zellen werden 2 x mit je 
ca. 30 ml BSS-Puffer (Ca 2 * und Mg 2 * frei) gewaschen (10 Min. bei 300 g, 5* C) und anschliessend in 5 ml 
5 BSS resuspendiert. 

Ein Aliquot der Zellsuspension wird zur Bestimmung der Zellzahl entnommen und mit Fluoresceindiace- 
tat (FDA) gefarbt. Bis zur Weiterverwendung werden die Myelomzellen auf Eis aufbewahrt. 



70 3.3. Herstellung einer Milzzellsuspension 

Die Entnahme der Milz aus einer zuvor gemass Beispiel 2 immunisierten Balb/c-Maus erfolgt unter 
sterilen Bedingungen und unter KUhlung mit Eis. 

Die zuvor immunisierte Balb/c-Maus wird durch Genickbruch getOtet und die MHz steril entnommen. 
/s Dazu wird die Maus kurz In 70 %igen Ethanol eingetaucht und mit sterllem Besteck prapariert. Die Milz 
wird vorsichtig entnommen und auf ein feines Nylonnetz gelegt. Dort wird sie mit einer Schere fein 
zerschnitten und dann mit Hilfe eines 5 ml Spritzenstempels vorsichtig durch das Netz gedrUckt, ohne 
dabei zu viele Zellen zu zerstoren. Wahrend des ganzen Vorgangs wird das Netz mit BSS gespiilt. 

Die so gewonnene Zellsuspension wird in 50 ml Plastikrohrchen gegeben und 10 Min. bei 300 g und 
20 einer Temperatur von 5 # C zentrifugiert (MS? Zentrifuge, Modell Chilspin; UK). Die Zellen werden anschlies- 
send 2 x mit je 20 ml BSS gewaschen (10 Min.; 300 g; 5°C; MES Chilspin) und das Zellpellet wird nach 
der Zentrifugation in 10 ml BSS resuspendiert. 

Bis zur Fusion mit Sp 2/0-Ag14 Myelomzellen werden die Milzzellen auf Eis belassen. 

25 

3.4. Fusion: Milzzellen und Sp 2/0- Ag 14 Myelomzellen 

Das VerhSltnis von Myelomzellen zu Milzzellen sollte fOr die Fusion 1:10 betragen. 

Milzzellen (in BSS-Puffer) und Sp 2/0-Ag14 Myelomzellen (in BSS-Puffer) werden in dem angegebenen 
30 Verhaltnis zusammengegeben und 10 Min. bei 300 g und einer Temperatur von 5*C zentrifugiert (MSE 
Zentrifuge, Modell Chilspin). Das Pellet wird nochmals in BSS-Puffer resuspendiert und die Suspension 
anschliessend erneut zentrifugiert. 

Das Pellet wird vorsichtig aufgerOhrt und in 37* C warmes Wasserbad gestellt. Es wird dann 1 ml 
vorgewamntes und steriles PEG-4000 (MERCK) Uber einen Zeitraum von 60 Sek. tropfenweise zu den 
35 Zellen zugegeben, wobei der gesamte Ansatz standig bewegt wird. Die Zellen werden an schliessend noch 
30 Sek. lang weitergeschUttelt, bevor 5 ml einer zuvor erwMrmten BSS-Puffers (ohne Ca 2 *, Mg 2 *) ebenfalls 
tropfenweise Uber einen Zeitraum von ca. 5 Min. unter stSndigem RUhren dazugegeben werden. 

Die auf die beschriebene Weise fusionierten Zellen werden dann abzentrifugiert (10 Min.; 300 g; 20° C, 
MSE Zentrifuge, Modell Chilspin), der Ueberstand wird abgezogen und verworfen. Das Zellpellet wird in 50 
40 ml HAT-Medium resuspendiert und die so erhaltene Zellsuspension auf die vorbereiteten 4 Costarplatten 
(Mikrotlterplatten mit 24 Vertiefungen, Durchmesser pro Vertiefung 24 mm; Gesamtflache fur Zellwachstum 
2,0 cm 2 ) verteilt (0,5 ml/Vertiefung). 

Die Inkubation der Costarplatten erfolgt bei einer Temperatur von 37* C und bei einer COa-Konzentra- 
tion von 6 %. 

45 

Beispiel 4: Kultivlerung der Hybridzellen 

Am 1. Tag nach der Zellfusion wird 1 ml HAT-Medium pro Vertiefung zu den Kulturplatten zugegeben. 

50 3 bis 4 Tage nach der Zellfusion erfolgt eine mikroskopische Kontrolle der fusionierten Zellen. Gleichzeitig 
wird das verbrauchte Medium abgesaugt und durch 1 ml frisches HAT-Medium ersetzt. Nach weiteren 3 
Tagen (6 - 7 Tage nach der Zellfusion) erfolgt ein erneuter Wechsel des Kulturmediums. Ab dem 7. bis 10 
Tag nach der Zellfusion wird jede Vertiefung mikroskopisch nach Hybriden abgesucht und 2 bis 3x 
wochentlich das Medium erneuert. 

55 Sobald in einer Vertiefung Hybride gewachsen sind, kann das HAT Medium dort durch HT-Medium 
ersetzt werden. Der Ueberstand von gewaschenen Hybridkulturen (mindestens 10 % der Vertiefung) wird 
mit einer sterilen Pasteurpipette abgehoben und auf das Vorhandensein von Antikorpern getestet. 

Sobald die Vertiefung mit positiven Hybridkolonien volt bewachsen sind, konnen diese auf neue 
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Costarplatten in RPMI 1640-Medium transferriert werden. wobei der Inhalt einer vollbewachsenen Vertiefung 
auf 2 bis 3 neue Vertiefungen verteilt wird. 

5 Beispiel 5: Klonieaing der positiven Hybridzeilen 

Die Zellen einer positiven Vertiefung werden mit Hilfe einer Pipette gelost und in 1 ml Medium in ein 
Rohrchen UberfUhrt. Anschliessend wird ein Aliquot zur Bestlmmung der Zellzahi entnommen und mit FDA 
angefarbt (VerdUnnung 1 : 2 mit FDA: 50 ul Zellen + 50 ul Farbstoff). Die bevorzugte Zellzahi liegt bei 10 s 
w bis 10 s Zellen/ml. 

Anschliessend werden die Hybridzeilen in einem VerhSltnis von 1 : 100 mit HT-Medium verdUnnt (z.B. 
100 ul Zellen + 9,9 ml HT-Medium). 

In zwei 50 ml Falconrdhrchen werden je 25 ml HT-Medium vorgelegt und mit 5 ml einer Macrophagen- 
suspension auf insgesamt 30 ml pro Rtfhrchen aufgefullt. Die Macrophagen werden zuvor aus einer Maus 
15 isoliert und in 10 ml HT-Medium resuspendiert (vgl. Abschnitt 3.1). 

In diesen die Macrophagen enthaltenden Falcon-Rohrchen werden die Hybridzeilen verdUnnt, bis eine 
Zeildichte von (i) 270 Zellen/30 ml bzw. (ii) 90 Zellen/30 ml erreicht ist. Anschliessend werden diese 
Ansatze auf Costarplatten (Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen) verteilt, wobei je 200 ul pro Vertiefung 
zugegeben werden. Dies entspricht einer Zellzahi von (i) 1 ,8 Zellen/Vertiefung bzw. (ii) 0,6 ZeilenA/ertiefung. 
20 Pro VerdUnnung ben8tigt man auf diese Weise 1,5 Mikrotiterplatten. 

. Nach 7 Tagen werden die einzelnen Vertiefungen mikroskopisch kontrolliert.und die Vertiefungen die 
Zellklone enthalten erfasst. Diejenige VerdOnnung, bei der ca. 50 % der Vertiefungen Zeilklone enthalten 
wird fDr den ELISA-Test verwendet. Dies soilte in der Regel die VerdUnnung mit 0,6 ZeilenA/ertiefung sein. 
Nach ca. 7 - 10 Tagen werden die Uebersta'nde der positiven Vertiefungen (mit Klonen) in einem 
25 ELISA-Test auf die Anwesenheit von monoklonalen Antikflrpern getestet und die positiven Klone auf 
Costarplatten (mit 24 Bohrungen) in RPMI 1640-Medium vermehrt. Aliquots dieser positiven Klone werden 
in fiUssigem Stickstoff aufbewahrt. 

30 Beispiel Hybridoma-Screening (ELISA-Test) 

Zunachst werden 100 ul einer LOsung von BSA-konjugiertem Hapten in Natriumcarbonat-Puffer (50 
mM, pH 9.6) In die einzelnen Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gegeben und dieser Ansatz bei 4*C in 
einer feuchten Kammer Qber Nacht inkubiert. Anschliessend werden die Vertiefungen jeweils 5 x mit einem 
35 0,1 % PBS-Tween Puffer gewaschen. 

Zur Blockierung der unbesetzten Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte werden 200 ul einer PBS-BSA 
Losung (1 %) in jede Vertiefung gegeben. Dieser Ansatz wird 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschliessend mit einem 0,1 %igen PBS-Tween-Puffer gewaschen. 

Man glbt dann zu jeder Vertiefung 200 ul des Hybridoma-Ueberstands, der im Verhaitnis 1 ;2 mit PBS- 
40 Tween (0,1 %) verdUnnt ist, hinzu und inkubiert den gesamten Ansatz fUr 2 Stunden bei Raumtemperatur. 
Anschliessend werden die Vertiefungen erneut 5 x mit einem 0,1 %igen PBS-Tween-Puffer gewaschen. 

Es folgt die Inkubation mit Phosphatase-konjugiertem antl-Maus Antikorper (Kirkegaard & Perry Lab.). 
Zunachst werden 100 ul eines Uber eine Affinitatschromatographie gereinigten Ziegen Antikdrpers gegen 
Mause IgG, der 1 : 1500 in PBS-Tween (0,1 %) verdUnnt vorliegt (Kirkegaard & Perry Laboratories) und mit 
46 alkalischer Phosphatase markiert ist, zu jeder Vertiefung hinzugegeben. 

Die Inkubationszeit betragt 1,5 Stunden bei Raumtemperatur. Anschliessend werden die einzelnen 
Vertiefungen erneut mit PBS-Tween (0,1 %) gewaschen (5 x). 

Danach werden 150 ul einer substrathaltigen LSsung (1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat) in jede Vertie- 
fung zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden im Dunkein erfolgt die spektroskopische 
so Bestlmmung bei 405 nm. Positive Hybridoma-Zellen, die einen spezifischen AntikSrper sezernieren geben 
ein starkes positives Signal bei der gewahlten WellenlSnge. 



Beispiel 7: Expansion der Hybridomazellen in der Maus 

55 

FUr die Anregung der Ascites-Produktion werden weibliche Balb/c MSuse (20 - 25 mg) (Tierfarm 
Sisseln. CH) mit 0.3 ml Pristan Oel (Aldrich Chemical) vorbehandelt. das intraperitoneal injiziert wird. 

1 bis 3 Wochen nach der Pristan Applikation erhalten die MSuse eine zweite Injektion (0,2 ml Prlstan- 
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Oel. i.p.). Gleichzeitig mit dieser 2. Injektion erhalten die Tiere 2 x 10 6 Hybridoma2elien in 0,2 ml PBS. 

Die aus dieser Behandlung resultierende AscitesflUssigkeit wird gesammelt, bei 800 g zentrifugiert und 
bei einer Temperatur von -20 * C aufbewahrt. Nach dem Auftauen wird die AscitesflUssigkeit 1 Stunde bei 
30'000 g zentrifugiert. Die oberste Schicht, die vorwiegend Lipide enthSIt, wird entfernt. Anschliessend wird 

5 die Proteinkonzentration bestimmt und auf einen Wert von 10 mg/ml eingestellt durch Zugabe von PBS. 

Die Immunglobulin G Fraktion (IgG) wird durch tropfenweise Zugabe von 0,9 Volumenteilen einer 
gesattigten Ammoniumsulfatlosung bei 0°C prSzipitiert. Nach 1 Stunde wird die IgG-Fraktion pelletiert 
durch einstOndige Zentrifugation bei 22*000 g. Das Pellet wird anschliessend in 20 mM-Tris-HCI Puffer, pH 
7,9, der 50 mM NaCI enthalt, aufgeldst und gegen den gleichen Puffer Ober Nacht bei 4° C dialysiert. 

to Die weitere Aufarbeitung der IgG Fraktion geschieht mit Hilfe einer Anionen-Austauschchromatographie 
an einer DE-52 Diethylamlnoethylcellulose (Whatman) SSule. Die Probe wird 1:2 (v/v) mit 20 mM Tris-HCI, 
pH 7,9 verdOnnt, bis eine NaCI Endkonzentration von 25 mM erreicht ist und 10 mg Protein/ml Gel werden 
auf die SSuie aufgetragen. Die Elution wird erreicht durch ErhShung der NaCI-Konzentratioh von 25 mM auf 
200 mM (linearer Gradient). Im allgemeinen erfolgt die Elution monoklonaler Antikorper im Bereich von 80 

15 mM NaCI. 

Die Fraktionen werden Uber Nacht bei einer Temperatur von 4' C gegen PBS dialysiert und bei -70° C 
aufbewahrt. Der Reinheitsgrad wird mit Hilfe einer Natriumdodecylsuiphat Polyacrylamid-Gelelectrophorese 
(SDS-PAGE) bestimmt, sowie durch isoelektrische Fokussierung. 

Im vorliegenden Fall liegt der Reinheitsgrad bei >90 %. 

20 

Beispiel 8: Atrazin und Hydroxyatrazin-Nachweis 

Der Nachweis von Atrazin und Hydroxyatrazin erfolgt mit Hilfe eines zweistufigen, kompetitiven ELISA- 
25 Tests. 

BSA-konjugiertes Hapten wird zunSchst in einem Natriumcarbonatpuffer (pH 9,6) (0,2 ug/Vertiefung) an 
Mikrotiterplatten adsorbiert und Ober Nacht bei einer Temperatur von 4 # C inkubiert. Die restlichen freien 
Bindungsstellen des festen Tragermaterials werden dann durch Zugabe von BSA in Form einer 1 % 
Losung blockiert 

30 Die Platten werden anschliessend mit PBS gewaschen, das mit 0,1 % (vAf) Polysorbat 20 angereichert 
ist (PBS-Tween). 

50 ul der zuvor gereinigten monoklonaien AntikSrper (2 ug/ml) Oder aber des Ueberstandes der 
Zellklone (in einer Verdlinnung von 1:5 bis 1:22,5) werden a) mit 950 ul einer Standardlosung, die einen 
steigenden Anteil an Triazin bzw. Triazin-Analogen enthSIt, b) mit triazinhaltigen Wasserproben oder c) 
35 triazinhaltigen Bodenextrakten inkubiert. (Alle VerdGnnungen werden in PBS-Tween vorgenommen). 

Nach einer Inkubatlonszeit von 1 Stunde bei Raumtemperatur werden 200 ul des Gemisches zu jeder 
Vertiefung der Mikrotiterplatte zugegeben und der gesamte Ansatz wird fOr eine weitere Stunde inkubiert. 

Die Vertiefungen werden anschliessend 5 x gewaschen und mit 100 ulA/ertiefung Ziegen-anti-Maus IgG 
Antikorper der konjugiert an alkalische Phosphatase vorliegt (VerdUnnung 1:1500) beschlckt und fUr einen 
40 Zeitraum von 1 ,5 Stunden inkubiert. 

Nach erneutem Waschen werden 150 ulAfertiefung des in 1 mg/ml Diethanolaminpuffer (1 mM, pH 9,8) 
gelftsten Substrates p-Nitrophenylphosphat zu den Vertiefungen zugegeben. 

Ein Farbumschiag, der proportional ist zur Menge an AntikSrper, der mit dem an die Festphase 
gebundenen Antigen reagiert hat. wird bei einer WellenlMnge von 405 nm aufgezeichnet. Die VerdGnnungen 
45 der einzelnen Proben werden so gewShlt, dass man ohne Zugabe eines Inhibitors (Bo) Absorptionswerte in 
einem Bereich zwischen 0.3 und 0.5 erhait. Fur die Kontroilen (ohne AntikSrper und mit nicht nachweisba- 
ren Mengen an Antigen) ergeben sich Werte von R £ 0.005. Alle Proben werden in dreifacher Ausfertigung 
bestimmt. 

Zur Ermittlung der in einer Probe enthaitenen Menge an Atrazin/Hydroxyatrazin wird zunachst eine 
so Eichkurve erstellt (Abb. 1). wobei B/Bo x 100 gegen die Konzentration an Inhibitor aufgetragen wird. (Bo 
bedeutet Absorptionsfahigkeit gemessen ohne Zugabe eines Triazininhibitors zum Antikorper, und B 
Absorptionsfaihigkeit bei Zugabe verschieden konzentrierter Triazin-lnhibitoren) Der Iso-Wert gibt diejenige 
Konzentration des Antigens an, bei der die Antikorperbindung an die Festphase zu 50 % gehemmt wird. 
Der Iso-Wert wird mit Hilfe eines auf die voriiegenden Verhaltnisse speziell angepassten ENZFITTER 
55 (Leatherbarrow, Elsevier-Biosoft)Kurvenkalkulationsprogramms bestimmt, basierend auf einer 4 Parameter 
umfassenden logistischen Kurve (Raab GM, 1983). Auch die quantitative Atrazin bzw. Hydroxyatrazinbestim- 
mung in Boden-oder Wasserproben im Rahmen des ELISA wird mit Hilfe des ENZFITTER-Programms 
durchgefOhrt, wobei die Anpassung der Kurve auf Standards basiert, die auf jeder Mikrotiterplatte mitiaufen. 
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Beispie) 8.1: Analyse von Bodenproben 

Aliquots (2 g) standardisierter Bodenproben unterschiedlicher Herkunft (siehe Tabelle II) warden in 
einem Extraktor 4 Stunden mit 20 ml eines Methanol/Wasser [80/20 (v/v)] Gemisches extrahiert. FOr den 
kompetltiven ELISA warden die Bodenextrakte gewohnlich in einem VerhSltnis von 1:40 in PBS-Tween (0.1 
%) verdQnnt, urn einer mSglichen Denaturierung der monoklonalen Antiktfrper durch das Methanol vorzu- 
beugen. Anschliessend werden die verdOnnten Bodenproben (950 ul) auf die zuvor beschriebene Weise mit 
den spezifischen Antikorpem (50 ul) inkubiert. 

FOr die HPLC Bestimmung von Hydroxyatrazin werden die Methanolextrakte durch Kationenaustausch- 
chromatographie (z.B. Ober eine Dowex 50W-X4 Saule, gefolgt von einer Adsorption an ein Amberlite XAD- 
2 Polystyrendivinylbenzol Austauscherharz) weiter gereinigt. Abschliessend wird eine Gelfiltration, z.B. Ober 
eine Bio-Gel P-2 SSule, durchgefOhrt. Die Proben werden dann auf die HPLC gegeben und Hydroxyatrazin 
wird be! einer Wellenlange von 240 nm bestimmt. 

Die vergleichende Atrazinbestimmung wird mit Hilfe der Gaschromatographie, unter Verwendung eines 
thermo-ionischen Detektors, und/oder anschliessender Massenspektroskopie durchgefOhrt. 



Beispiel 8.2: Analyse von Wasserproben 

FOr den kompetitiven ELISA werden 100 ul eines 10fach konzentrierten PBS-Tween Puffers zu 850 ul 
einer Wasserprobe zugegeben. Dieser Ansatz wird schliesslich mit 50 ul des anti-Atrazin Antikorpers MAb 
4063-21-1 inkubiert. 

FOr die HPLC Bestimmung werden die in der Wasserprobe (20 ml) enthaltenen s-Triazine zunachst auf 
einer RP-18 VorlaufsSule konzentriert und anschliessend auf einer analytischen RP-18 Saule weiter 
aufgetrennt. Die Atrazinbestimmung wird bei 230 nm durchgefOhrt. 



II.Ergebnisse 



a) Herstellung monokonaler Antikflrper 

Bereits wenige Tage nach der erfolgten Zellfusion zwischen Myelomazellen und den Milzzellen einer 
Maus, die zuvor mit dem in Abschnitt 1 beschriebenen Hydroxykonjugat immunisiert wurde, lassen sich in 
93 der insgesamt 96 Vertlefungen der Mikrotiterplatten proliferierende Zellkolonien nachweisen. Dies 
entspricht einer Fusionseffizienz von 97 %. 

10 dieser Zellkolonien produzieren monoklonale Antikorper, welche im ELISA-Test eine sehr starke 
Reaktion zeigen. Diese werden mit Hilfe der limitierten VerdOnnungsmethode (vgl. Abschnitt 5) kloniert. 

9 der synthetisierten monoklonalen AntikSrper gehSren in die lgG1 Subklasse, einer In die lgG2b 
Subklasse. 

Die auf die zuvor beschriebene Weise gewonnen monoklonalen AntikSrper konnen aufgrund ihrer 
KreuzreaktivitSt, die in einem ELISA-Test bestimmt wird, in 2 Gruppen unterteilt werden. 

In der ersten Gruppe (vertreten durch MAb 4009-85-3) ist die KreuzreaktivitSt in der Hauptsache auf 
Hydroxypropazin beschrSnkt, wohihgegen in der zweiten Gruppe (vertreten durch MAb 4009-77-20) Kreuz- 
reaktivitSten auch mit anderen s-Tiiazinen auftreten, wie z.B. Hydroxysimazin, Hydroxydesmetryn u.a. (vgl. 
Tabelle 1). 

In beiden Gruppen tritt dagegen keine KreuzreaktivitSt mit aktiven Triazinen, wie z.B, Atrazin, auf. Somit 
bleibt die Bindung der monoklonalen AntikSrper auf Verbindungen beschrSnkt, die eine Hydroxy-Gruppe in 
Position 2 des Triazinringes aufweisen. 

Die untere Nachweisgrenze fOr Hydroxyatrazin liegt im Bereich von 0,1 ng/ml Puffer fQr MAb 4009-85-3 
bzw. von 0.05 ng/ml Puffer fOr MAb 4009-77-20. Die entsprechenden l 5 o-Werte betragen 0.95 ng/ml und 0.5 
ng/ml. 

Bei Verwendung von Atrazin-Konjugaten (vertreten durch MAb 4063-21-1) erhSIt man insgesamt 5 
monoklonale AntikSrper, die aile ein etwa vergleichbares Ausmass an KreuzreaktivitSt zeigen. In dlesem Fall 
findet man eine KreuzreaktivitSt mit verschiedenen aktiven s-Triazinen. 

Die auftretenden Kreuzreaktivitaten mit hydroxylierten Metaboliten sind dagegen vernachlSssigbar 
gering. (vgl. Tabelle 1) 

FOr MAb 4063-21-1 liegt die Nachweisgrenze f Or Atrazin bei 0.05 ng/ml Puffer bei einem Iso-Wert (50 
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% Hemmung) von 0.45 ng/ml. 



b) RUckgewinnungsstudien 

5 

Diese RUckgewinnungsstudien werden durchgefUhrt, indem man eine bekannte Menge an Hydroxyatra- 
zin Oder Atrazin zu einem Methanol/Wasser Bodenextrakt zugibt. Sie dienen in erster Linie dazu, die 
eventual] storenden Einflusse von organischem Material wahrend des Immunassays zu untersuchen. 

Tab. II zeigt, dass eine fast komplette RQckgewinnung erfolgt, unabhSngig von der Zusammensetzung 
10 der verwendeten Bodenproben. Sogar bei einem Humusanteil von annMhernd 10 % betragt die Ruckgewin- 
nungsrate 97%. 



c) Atrazinnachweis in Wasserproben 

75 

21 verschiedene Wasserproben wurden mit Hilfe von HPLC und ELISA unter Verwendung von MAb 
4063-21-1 analysiert. 

Fur die HPLC-Bestimmung muss ein Aufkonzentrierungsschritt durchgeftlhrt werden, der bei Verwen- 
dung der erfindungsgemassen monoklonalen Antikorper in einem ELISA-Assay entfallt 

20 Tab. HI zeigt, dass die Nachweisgrenze fdr Atrazin bei Verwendung des Immunassays bei ca. 0.05 ppb 
liegt. FUr die Atrazin-haltigen Proben (> 0,05 ppb) wird die Korrelation zwischen ELISA und HPLC- 
Bestimmung mittels Regressionsanalyse bestimmt. Dabei wird eine gute Uebereinstimmung zwischen 
beiden Methoden sichtbar (r - 0,91, p < 0,0005), wobei die leicht erhdhten Werte bei der ELISA- 
Bestimmung nicht signifikant sind. 

25 Die Wasserproben wurden darUberhinaus auch auf Spuren von Hydroxyatrazin hin untersucht. Mit 
keiner der beiden Methoden (HPLC und ELISA) Ness sich dieser Metabolit nachweisen. 



Hinterlegung: 

30 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung hergestellten und verwendeten Hybridoma-Zellinien wurden 
bei der als Internationale Hinterlegungsstelle anerkannten 'European Collection of Animal Cell Cultures 1 
(ECACC) In Salisbury, UK, entsprechend den Anforderungen des Budapester Vertrages fUr die Internationa- 
le Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung, hinterlegt. Eine 
35 Erklarung zur Lebensfahigkeit der hinterlegten Proben wird durch die besagte Internationale Hinterlegungs- 
stelle ausgefertigt. 



Zellinie 


Hinterlegungsdatum 


Hinteriegungsnummer' 


Datum der 
Lebensfahigkeitsbescheinigung 


Hybridoma Klon 4063-21-1 


25.08.1988 


8808/2501 


25.08.1988 


Hybridoma Klon 4009-77-20 


25.08.1988 


8808/2502 


25.08.1988 


Hybridoma Klon 4009-85-3 


25.08.1988 


8808/2503 


25.08.1988 



• Hinteriegungsnummer, ausgegeben durch die oben bezeichnete Internationale Hinterlegungsstelle. 
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Verwendete Medien und Puffer 


A) RPMI 1640-Medium 


RPMl 1640 (Seromed) mit 


folgenden ZusStzen: 




Kalberserum 


15% 


L-Glutamin 


4mM 


Gentamycin 


0,01 % 


Natrium-Pyruvat . 


1 mM 


2-Mercaptoethanol 


50 UM 


Insulin 


SUM. 


Transferrin 


5 UM 


Selen (ITS) 


5uM 



B) HAT-Medium 
20 — 

1 Liter RPMI 1640 Medium mit 20 ml Zusatz von HAT cone. 5o x von Boehringer (Hypoxanthin 680,5 
mg/l; Aminopterin 8,8 mg/l; Thymidin 193,8 mg/l) 



C) HT-Medium 

1 Liter RPMI-1640 Medium mit 20 ml Zusatz von HT cone. So x von Boehringer (Hypoxanthin 680,5 
mg/l; Thymidin 193,8 mg/l). 



D) BSS-Puffer (Earle's Salzlosung, 
ohne Ca und Mg, pH 7,4) 


KCI 


7,3 mM 


NaCI 


116 mM 


NaHCOa 


26 mM 


NaH 2 PCV2H 2 0 


1 mM 


Glucose 


5,5 mM 


Phenolrot 


48 UM 



40 

1 % Zusatz (v/v) einer Penicillin/Streptomycin-L6sung (Seromed) (10*000 E Penicillin, 10 mg/ml 
Streptomycin). 



E) Natriumcarbonat-Puffer (pH 


9,6) 




Na 2 C0 3 


477 mg 


NaHC0 3 


879 mg 


NaN 3 (0,5M) 


1,8 ml 


ad 300 ml H 2 0 









ss 
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F) PBS-Puffer (pH 7,0) 


NaCI 


8,5 g 


Na 2 HP(V2H 2 0 


1,28 g 


NaH 2 PCV2H 2 0 


0.436 g 


ad 1000 ml H 2 0 









G) PBS-Tween-20 (0,1 %) 

1 ml Tween-20 (Serva) + 1000 ml PBS 



H) PBS-BSA (1 %) 


BSA 


5g 


NaN 3 (0.5M) 


3 ml 


ad 500 mi PBS 









I) Substrat-Puffer 


(Dlethanolamin-Puffer. pH 


9,8) 




Diethanolamin 


97 ml 


NaN 3 (0,5M) 


6 ml 


MgCl2'6H 2 0 


100 mg 



ad 1000 ml H 2 0, Einstellen des pH-Wertes auf pH 9,8 mlt HCI cone. Herstellung des Substrates: 
Unmittelbar vor Gebrauch wird eine Substrattablette ( = 5 mg) des p-Nltrophenylphosphat-Substrates 
(Sigma-104) In 5 ml Substratpuffer gelost. 



AO 



45 



50 



55 
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Tabelle 1 



KreuzreaktivitSt verschiedener s-Triazin und Hydroxytriazin Analoger mit einem Anti-Atrazin MAb (MAb 
4063-21-1) und zwei Anti-Hydroxyatrazin MAb (MAb 4009-85-3 and MAb 4009-77-20) 


Inhihitnr 

II II II UHUl 


MAb 4063-21-1 (ECACC 
8808/2501) 


MAb 4009-85-3 (ECACC 
8808/2503) 


Mab 4009-77-20 (ECACC 
8808/2502) 






% 


I 50 na/ml 

i w w i iyi i in 


% 


I 50 


% 




ng/mi \<xj 




(a) 


cross-reacti vltv 


na/ml (a) 


cross-reactivity 




fb) 




(c) 




(c) 


AtrQ7in 

MiroZin 


0,45 


100,0 


>1000 


<0.1 


>1000 


<0,05 


Prnnazln 


0,5 


90,0 


>1000 


<0,1 


>1000 


<0,05 


Oil IICULlI 1 


18 


2,5 












90 


0.5 










Terbuthylazin 


9 


5.0 










Trietazin 


4 


11,3 










Ametryn 


9 


5,0 


>1000 


<0.1 


>1000 


<0,05 


Atraton 


7 


6,4 


>1000 


<0,1 


>1000 


<0,05 


Prometryn 


0,8 


56,3 










Simetryn 


27 


1,7 










Prometon 


0,6 


75,0 










OH-Atrazin 


21 


2,1 


0,95 


100,0 


0,5 


100,0 


OH-Propazin 


5,5 


8,2 


0,95 


100,0 


0,6 


83,3 


OH-Simazin 


180 


0,3 


65 


1,5 


1,2 


41,7 


OH-Desmetryn 


360 


0,1 


8 


11,9 


0,7 


71,4 


OH-Terbuthylazin 


8 


5,6 


19 


5,0 


3,3 


15,2 



a) Inhibitorkonzentration fGr 50 %ige Hemmung im kompetitlven EUSA-Test 

b) KreuzreaktivitSt, definiert als: (Atrazinkonzentration fQr 50 %ige Hemmung)/(Konzentration der 
s-Triazinanaiogen fUr 50 %ige Hemmung) x 100 

c) Kreuzreaktfvitat, definiert als: (Hydroxyatrazinkonzentratlon fUr 50 %ige Hemmung)/(Konzentration 
der s-Triazinanalogen fUr 50 %ige Hemmung) x 100 



35 



40 



45 



50 
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Tabelie III. 



Bestimmung von Atrazin in Wasserproben 


Vergleich zwischen HPLC und ELISA (MAb 4063-21-1; ECACC 8808/2501) 


Wasserprobe 


HPLC 


ELISA 


Verhaltnis 
ELISA/HPLC 




Atrazin 


Desethylatrazin 


s-Triazin 






ug/l 


ug/l 


ug/l 




1 


n nQ 


o 


0,10 


1.1 


2 


n m 


0 15 


0 r 14 


1.4 


3 


n At 


0 


0,38 


0,9 | 


4 


U, IU 


0 11 


0,15 


1.5 


5 


u,uo 


0 OR 


0,11 


1.4 


6 


0,06 


0,05 


0,09 


1.5 


7 


<0,05 


0,11 


0,07 


>1.0 


8 


<0,05 


0,05 


0,06 


>1,0 . 


Q 

5/ 


0,06 


<0,05 


0.07 


1,2 


10 


<0 t 05 


<0,05 


0,07 


>1,0 


11 


<0,05 


<0,05 


0.08 


>1.0 


12 


0,14 


0.29 


0,10 


0,7 


13 


0,23 


0,14 


0,19 


0,8 


14 


0,23 


0,13 


0,34 


1.5 


15 


0,23 


0,13 


0,24 


1,0 ! 


16 


0,36 


0,24 


0,49 


1,4 


17 


0,35 


0,23 


0,43 


1.2 


18 


0,40 


0,24 


0,33 


0,8 


19 


0,40 


0,27 


0,41 


1.0 


20 


0,50 


0,32 


0,50 


1,0 


21 


0,45 


0,29 


0,54 


1.2 


Kontrolle H 2 0 (HPLC) 






0,01 
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AnsprUche ^ 

1 . Eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen Antikorper produziert, der eine hohe Spezifitat und 
30 Affinitat gegenUber Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweist und der im wesentlichen keine Kreuzreaktivi- 
tat mit den inaktiven Hydroxy analogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigt. 

2. Eine Hybridomazellinie, die einen monoklonalen Antikorper produziert, der eine hohe Spezifitat und 
Affinitat gegenUber den Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweist und der im 
wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigt. 

35 3. Eine Hybridomazellinie gemass Anspruch 1, die einen monoklonalen Antikorper produziert, der eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenOber Atrazin aufweist und der im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit 
Hydroxyatrazin Oder anderen Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten zeigt. 

4. Eine Hybridomazellinie gemass Anspruch 3, die einen monoklonalen Antikorper produziert, der eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenOber Atrazin aufweist und der eine ausgepragte Kreuzreaktivitat mit 

40 strukturell ahnlichen Atrazinderivaten ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Propazin, Prometryn und 
Prometon, zeigt, der aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit anderen Atrazinderivaten Oder 
Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweist. 

5. Eine Hybridomazellinie gemotes Anspruch 4 t welche die kennzeichnenden Charakteristika von 
ECACC 8808/2501 besitzt 

45 6. Eine Hybridomazellinie gemass Anspruch 2, die einen monoklonalen Antikorper produziert, der eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Hydroxyatrazin aufweist und der im wesentlichen keine Kreuzreakti- 
vitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigt. 

7. Eine Hybridomazellinie gemass Anspruch 6, die einen monoklonalen Antikorper produziert, der eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenOber Hydroxyatrazin aufweist und der eine stark ausgeprMgte Kreuzreak- 

50 tivitat mit Hydroxypropazin zeigt, der aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Hydroxyanalogen 
anderer Atrazinderivate Oder mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigt 

8. Eine Hybridomazellinie gemass Anspruch 6, die einen monoklonalen AntikSrper produziert, der eine 
hohe Spezifitat und Affinitat gegenUber Hydroxyatrazin aufweist und der eine Kreuzreaktivitat mit Hydroxy- 
analogen von Atrazinderivaten zeigt, der aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder 

55 Atrazinderivaten zeigt. 

9. Hybridomazellinie gemass Anspruch 7, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 
8808/2503 besitzt. 

10. Hybridomazellinie gemass Anspruch 8, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 
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8808/2502 besitzt 

11. Mutanten und Varianten einer Hybridomazellinie gemass einem der AnsprQche 1 bis 10, die noch 
die charakteristlschen Eigenschaften des Ausgangsmaterials aufweisen; d.h. die noch in der Lage sind die 
erfindungsgemassen AntikQrper zu synthetisieren und ins umgebende Medium zu sezernieren. 
5 12. Monokionale Antikorper und deren Derivate, die eine hone Spezifitat und Affinity gegenQber Atrazin 
und/oder Atrazinderivaten aufweisen und die im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit den inaktiven 
Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigen. 

13. Monokionale Antikorper und deren Derivate, die eine hohe Spezifitat und Affinitat gegenQber den 
inaktiven Hydroxyanalogen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweisen und die im wesentlichen keine 

iq Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigen. 

14. Monokionale Antikorper und deren Derivate gemass Anspruch 12, die eine hohe Spezifitat und 
Affinitat gegenQber Atrazin aufweisen und die im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Hydroxyatrazin 
oder Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten zeigen. 

15. Monokionale AntikQrper und deren Derivate gemass Anspruch 12, die eine hohe Spezifitat und 
15 Affinitat gegenQber Atrazin aufweisen und die eine stark ausgepragte Kreuzreaktivitat mit strukturell 

ahnlichen Atrazinderivaten, ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Propazin. Prometryn und Prometon 
zeigen, die aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit anderen Atrazinderivaten oder mit Hydroxyana- 
logen von Atrazin und/oder Atrazinderivaten aufweisen. 

16. Monokionale Antik6rper und deren Derivate gemass Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
20 die Kreuzreaktivitat mit Propazin mehr als 80 % betragt. 

17. Monokionale Antikorper und deren Derivate gemass Anspruch 13, die eine hohe Spezifitat und 
Affinitat gegenQber Hydroxyatrazin aufweisen und die im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin 
und/oder Atrazinderivaten zeigen. 

18. Monokionale Antikorper und deren Derivate gemass Anspruch 17, die eine hohe Spezifitat und 
25 Affinitat gegenQber Hydroxyatrazin aufweisen und die eine Kreuzreaktivitat mit Hydroxyanalogen von 

Atrazinderivaten zeigen, die aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Atrazin und/oder Atrazinderiva- 
ten zeigen. 

19. Monokionale Antikorper und deren Derivate gemass Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Kreuzreaktivitat mit Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten wenigstens 40 % betragt. 

30 20. Monokionale AntikSrper und deren Derivate gemass Anspruch 17, die eine hohe Spezifitat und 
Affinitat gegenQber Hydroxyatrazin aufweisen und die eine stark ausgepragte Kreuzreaktivitat mit Hydrox- 
ypropazin zeigen, die aber im wesentlichen keine Kreuzreaktivitat mit Hydroxyanalogen anderer Atrazinderi- 
vate oder mit Atrazin und/oder Atrazinderivaten zeigen. 

21. Monokionale AntikSrper und deren Derivate gemass Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass 
35 die Kreuzreaktivitat mit Hydroxypropazin bis zu 100 % betragt. 

22. Monoklonaler AntikBrper und deren Derivate, die von einer Hybridomazellinie gemass einem der 
AnsprQche 1 bis 10 produziert werden. 

23. Monoklonaler Antiko'rper und Derivate davon gemass Anspruch 15, der von einer Hybridomazellinie 
produziert wird, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2501 besitzt. 

40 24. Monoklonaler AntikSrper und Derivate davon gemass Anspruch 18, der von einer Hybridomazellinie 
produziert wird, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2502 besitzt. 

25. Monoklonaler Antikorper und Derivate davon gemass Anspruch 21 , der von einer Hybridomazellinie 
produziert wird, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2503 besitzt. 

26. Verfahren zur Herstellung einer Hybridomazellinie gemass einem der AnsprQche 1 Oder 2, dadurch 
46 gekennzeichnet, dass man 

a) Atrazin und/oder ein Atrazinderivat oder Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanaloge von Atrazinderi- 
vaten mit einem CarriermolekOI konjugiert 

b) ein Donor-Tier mit besagtem Konjugat immunisiert 

c) eine immunkompetente B-Zelle aus dem immunisierten Donor-Tier isoliert 

so d) besagte immunkompetente B-Zelie mit einer zur kontinuierlichen Zellteilung befahigten Tumorzelli- 

nie fusioniert 

e) das entstehende Fusionsprodukt isoliert, in einem geeigneten Kulturmedium kultiviert und an- 
schliessend kloniert und. 

f) die klonierten Hybridzellen auf die Bildung monoklonaler AntikBrper hin untersucht. 

55 27. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man als CarriermolekOI makromole- 
kulare Verbindungen verwendet, die frei zugangliche reaktive Gruppen fOr die Kupplungsreaktion mit Atrazin 
und/oder Atrazinderivaten oder Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanalogen von Atrazinderivaten aufweisen 
und die in der Lage sind besagten Verbindungen eine immunogene Potenz zu verleihen. 
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28. Verfahren gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass man ein lysinreiches Protein mit 
einem Molekulargewicht 2wischen 10 r 000 und 1'500'000 verwendet. 

29. Verfahren gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Protein ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus "Bovine Serum Albumin" (BSA), "Keyhole Limpet Protein" (KLP), Humanes 

5 Serumalbumin (HSA), "Porcine Thyroglobulin", B2 Microglobulin, Hemocyamin, Immunoglobuline; Toxine; 
Polysaccharide; Lipopolysaccharide; natUrliche oder synthetische Polyadenyl- und Polyuridylsauren; 
Polyalanyl- und Polylysin-Polypeptide; oder Zellmembrankomponenten verwendet. 

30. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Konjugation an das Carriermole- 
kul direkt erfolgt. 

w 31 . Verfahren gemMss Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Konjugation an das Carriermole- 
kiil Uber ein BrUckenglied (Spacer) erfolgt. 

32. Verfahren gemass Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass besagtes BrUckenglied eine oder 
mehrere reaktive Gruppen besitzt, die in der Lage sind mit den reaktiven Gruppen des CarriermolekUls in 
Wechselwirkung zu treten. 

75 33. Verfahren gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagten reaktiven 
Gruppen urn Carboxyl-, Amino- Oder SH-Gruppen handelt. 

34. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Kupplungsreaktion mit Hilfe der 
aktiven Estermethode durchgefUhrt wird. 

35. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Immunisierung der Donor-Tiere 
20 durch ein- bis mehrmalige Applikation von Carrier-gebundenem Atrazin und/oder Atrazinderivaten erfolgt. 

36. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Immunisierung der Donor-Tiere 
durch ein oder mehrmahlige Applikation von Carrier-gebundenem Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanalo- 
gen von Atrazinderivaten erfolgt. 

37. Verfahren gemass einem der AnsprUche 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, dass die Applikation 
25 in Form einer intravenosen, intraperitonealen oder subcutanen Injektion erfolgt. 

38. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Fusion immunkompe- 
tenter Zellen aus dem Donor-Tier Tumorzellinien verwendet, die selbst keine monokionalen Antikorper 
produzieren. 

39. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass man Myelomazellinien verwendet, 
30 die die kennzeichnenden Charakteristika von Sp2/0-Ag14 oder X63-Ag8.653 besitzen. 

40. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man als Fusionsmedium eine 
Pufferlosung verwendet, die eines der Ublicherweise fOr die Fusionierung von Zellen verwendeten Fusions- 
promotoren enthait ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: Sendai Viren Oder andere Paramyxoviren, 
Calcium-lonen, oberfiachenaktive Lipide oder Polyethylenglykol. 

35 41 . Verfahren gemass Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagten Fusionspromo- 
toren urn Polyethylenglykol mit einem mittieren Molekulargewicht von 600 bis 6000 handelt 

42. Verfahren gemass Anspruch 41 , dadurch gekennzeichnet, dass die Polyethylenglykolkonzentration 
im Fusionssmedium 30 % - 60 % betragt. 

43. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man fOr die Seiektion fusionierte 
ao Hybridzellen das HAT-Selektionsmedium verwendet. 

44. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man die Hybridzellen in Gegenwart 
von isolierten Makrophagen ("Feederzellen") kultiviert. 

45. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man positive, monoklonale Antikfir- 
per produzierende Hybridzellkulturen mit Hilfe des limitierenden VerdCnnungsverfahrens vereinzelt und 

45 anschliessend in geeigneten Kultivierungsmedien kloniert. 

46. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass man die gemass Anspruch 45 
klonierten Hybridoma-Zellklone mit Hilfe eines Immunoassays auf die Bildung geeigneter monoklonaler 
AntikBrper hin untersucht. 

47. Verfahren gemass Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass man einen Enzym-gekoppelten 
so Immunassay oder einen Radioimmunassay verwendet. 

48. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dass man die gemass 
einem der Ansprtlche 26 bis 42 hergestellten Hybridomazellinien in vivo oder in vitro mit Hilfe bekannter 
Verfahren kultiviert und die produzierten monokionalen AntikSrper isoliert 

49. Verfahren gemass Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, dass man eine in vitro- Kultivierung in 
55 geeigneten Kultivierungsmedien durchfUhrt. 

50. Verfahren gemass Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass man standardisierte Kulturmedien 
verwendet ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus "Dulbecco's Modified Eagle Medium" (DMEM) oder 
RPMI 1640. die gegebenenfalls durch Zugabe von Sauger-Seren, durch wachstumsftfrdernde Zusatze oder 
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durch Spurenelemente ergSnzt werden k5nnen. 

51. Verfahren gemass Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, dass man besagte monoklonale Antikor- 
per durch Expansion der gemass einem der AnsprUche 23 bis 39 hergestellten Hybridomazeliinien in einem 
Donor-Tier in vivo herstellt. 

52. Verfahren zum immunologischen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass man einen monoklonalen Antikorper gemass einem der AnsprGche 12 oder 14 bis 16 in 
einem der bekannten Immunassays verwendet. 

53. Verfahren zum immunologischen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten gemass Anspruch 
52, dadurch gekennzeichnet, dass man einen monoklonalen AntikGrper, der von einer Hybridomazellinie 
produziert wird. welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2501 besitzt oder von 
Klonen oder Subklonen davon, in einem der bekannten Immunassays verwendet. 

54. Verfahren zum immunologischen Nachweis von Hydroxy atrazin und/oder Hydroxyatrazinderivaten, 
dadurch gekennzeichnet. dass man einen monoklonalen Antikorper gemass einem der AnsprUche 13 Oder 
17 bis 21 in einem der bekannten Immunassays verwendet. 

55. Verfahren zum immunologischen Nachweis von Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyatrazinderivaten 
gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass man einen monoklonalen Antikorper, der von einer 
Hybridomazellinie produziert wird, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2502 
besitzt Oder von Klonen oder Subklonen davon, in einem der bekannten Immunassays verwendet. 

56. Verfahren zum immunologischen Nachweis von Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyatrazinderivaten 
gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass man einen monoklonalen Antikorper, der von einer 
Hybridomazellinie produziert wird, welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2503 
besitzt oder von Klonen oder Subklonen davon, in einem der bekannten Immunassays verwendet. 

57. Verfahren gemass einem der AnsprUche 52 bis 56, dadurch gekennzeichnet. dass es sich urn einen 
kompetitiven Immunassay handelt. 

58. Verfahren gemass einem der AnsprUche 52 bis 57, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei 
besagtem Immunassay urn einen Radioimmunassay (RIA), einen enzymgekoppelten Assay (ELISA) oder 
einen Chemolumineszenzassay handelt. 

59. Mittel zum immunologischen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten in Form eines 
gebrauchsfertigen Test-Kits, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Test-Kit neben den Ublicherweise 
verwendeten Tragermaterialien, Reagentien und sonstigen Zusaitzen .mindestens einen monoklonalen 
Antik5rper gemMss einem der AnsprUche 12 oder 14 bis 16 als Reagenz enthSIL 

60. Mittel zum immunologischen Nachweis von Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanalogen von Atrazin- 
derivaten in Form eines gebrauchsfertigen Test-Kits, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Testkit neben 
den Ublicherweise verwendeten Tragermaterialien, Reagentien und sonstigen Zusatzen mindestens einen 
monoklonalen AntikOrper gemass einem der AnsprUche 13 oder 17 bis 21 als Reagenz enthalt. 

61. Mittel zum immunologischen Nachweis von Atrazin und/oder Atrazinderivaten in Form eines 
gebrauchsfertigen Test-Kits gemMss Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Test-Kit neben 
den Ublicherweise verwendeten Tragermaterialien, Reagentien und sonstigen ZusStzen mindestens einen 
monoklonalen Antikflrper enthalt, der von einer Hybridomazellinie, welche die kennzeichnenden Charakteri- 
stika von ECACC 8808/2501 besitzt oder von Klonen oder Subklonen davon, produziert wird. 

62. Mittel zum immunologischen Nachweis von Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanalogen von Atrazin- 
derivaten in Form eines gebrauchsfertigen Test-Kits gemass Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagter Test-Kit neben den Ublicherweise verwendeten Tragermaterialien, Reagentien und sonstigen 
Zusatzen mindestens einen monoklonalen AntikSrper als Reagenz enthSIt, der von einer Hybridomazellinie, 
welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2502 besitzt oder von Klonen oder Subklo- 
nen davon, produziert wird. 

63. Mittel zum immunologischen Nachweis von Hydroxyatrazin und/oder Hydroxyanalogen von Atrazin- 
derivaten in Form eines gebrauchsfertigen Test-Kits gemass Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagter Test-Kit neben den Ublicherweise verwendeten Tragermaterialien, Reagentien und sonstigen 
Zusatzen mindestens einen monoklonalen AntikSrper als Reagenz enthalt, der von einer Hybridomazeliinie, 
welche die kennzeichnenden Charakteristika von ECACC 8808/2503 besitzt oder von Klonen oder Subklo- 
nen davon, produziert wird. 
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